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RESUMEN 
En Panamá se registran cada año, aproximadamente, 2 000 mordeduras de serpiente, 70% 
de las cuales son producidas por Bothrops asper (B asper) El objetivo de este trabajo fue 
determinar los efectos bioquímicos, farmacológicos y toxicológicos, así como las 
características mmunoquímicas del veneno de referencia de B asper de Panamá. El 
veneno de referencia es una mezcla homogénea de los venenos de 78 especímenes 
adultos de B asper colectados en cuatro zonas geográficas del país (Zona 1 Bocas del 
Toro, Caribe de Ver~, Gima Yala y Colón, Zona 2 Chiriquí y Pacífico de Veraguas, 
Zona 3 Los Santos, Herrera y Coclé, Zona 4- Panamá y Darién) El veneno fue altamente 
edematizante, coagulante, desfibrmante y hemorrágico, además de presentar actividades 
nuonecrótica, proteolítica, hemolítica indirecta y letal Mediante SDS-PAGE se pudieron 
observar fracciones proteicas con pesos moleculares entre 8 y  70 kDa, siendo notable la 
presencia de fracciones correspondientes a las familias de fosfohpasas A2 (l5 kDa) y 
metaloproteinasas (30 y  66 kDa) El mmunoblotting se realizó usando antivenenos 
producidos en diferentes paises de Latinoaménca, encontrándose un alto grado de 
reconocimiento, principalmente con los antivenenos de Colombia y Costa Rica. Estos 
resultados permiten contar con un veneno de referencia de B asper para Panamá 
caracterizado que será la base para futuros estudios de evaluación de la actividad 
neutralizante de los antivenenos producidos en otros países de Aménca Latina y que sean 
comercializados en Panamá. 
1 
SUMMARY 
Approximaiely, 2000 snakebites are reporteci in Panama every year, 70 % of wluch are 
produced by B asper Tius work aimed to determine the biochemical, pharmacological 
and toxicologic effects and also to assess the immunochemical charactenstics of the 
reference B asper venom expermientally prepared in Panama. The reference venom has 
been prepared as an homogeneous mixture of the venoms obtained from 78 adult 
specimens of B asper collected m the four geographic arcas of the country (Zone 1 
Bocas del Toro, Veraguas Canbbean, Guna Yalat ami Colón, Zone 2. Western and Pacific 
Veraguas, Zone 3 Los Santos, Herrera and Cocle; Zone 4 Panama and Danen) It was 
found that this venom has a highly edema-forming, coagulant, hemorrhagic, hemolytic 
and desfibnnaling effect. It also presents weLl-recognized mionecrotic, proteolytic, 
hemolytc activities and lethal indirect effect. SDS-PAGE allowed to observe protem 
fractions with molecular weigbts from 8 to 70 kDa, with the presence of sigmficant 
fractions corresponding tu the fanulies of phosphohpase A2 
 ( 15 kDa) and 
metalloproteinases ( 30 and 66 kDa) The immunoblottmg was performed using 
antivenoms manufactured m several countries of Latin Amen ca. It was found a high 
degree of recogmtlon, mainly from Colombian and Costa Rican antivenoms. The findings 
of the study will be the basis for future studies tu evaluate the neutralizing activity of 
antivenoms manufactured in Latm America countries that are distributed in Panama. 
2 
3 
INTRODUCCIÓN 
El ofidismo es un grave problema de salud pública en los países tropicales Panamá, no 
escapa de esta realidad y encabeza la lista de países latinoamericanos con mayor 
incidencia de accidentes ofidicos 
La serpiente Bothrops asper (B asper) es la causante de la mayoría de accidentes en la 
región, siendo considerada una especie de importancia epidemiológica que posee un 
veneno con alta toxicidad, capaz de ocasionar efectos locales drásticos y complicaciones 
sistémicas que pueden conducir a la muerte si no se aplica el tratamiento adecuado. 
Para afrontar el problema del ofidismo es necesano dingir esfuerzos para conocer las 
diferentes características del envenenamiento, de modo que se pueda mejorar la atención 
de los pacientes y desarrollar tratamientos adecuados 
En este sentido, uno de los aspectos más importantes es el disefto y desarrollo de 
antivenenos eficaces Para esto se necesita conocer micialmente, las características de 
cada uno de los venenos de las serpientes de importancia epidemiológica de cada región, 
tomando en cuenta que la composición y actividades farmacológicas del veneno pueden 
variar no sólo entre especies sino entre poblaciones e incluso entre mdividuos 
En este trabajo se han caracterizado las diferentes actividades bioquímicas, 
farmacológicas y toxicológicas ocasionadas por el veneno de B asper de Panamá, a nivel 
tisular local y sistémico También se valoraron varios aspectos de la composición 
proteica e inmunoquímica de dicho veneno. Estos resultados permitirán en una etapa 
4 
posterior, definir la actividad neutralizante de los diferentes antivenenos producidos en 
América Latina sobre cada efecto del veneno de B asper de Panamá  
En el capítulo 1 se presentan las generalidades del trabajo, en el capítulo 2 se explican los 
fundamentos teóricos del veneno de B asper, en el capítulo 3 se detallan los métodos 
utilizados para el desarrollo del estudio Las labias de resultados y su discusión se 
consignan en el capítulo 4, seguidas de las conclusiones y recomendaciones. 
CAPÍTULO 1 
GENERALIDADES DE LA INVESTIGACIÓN 
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Li Planteamiento del Problema 
Los trabajadores de salud aJrededor del mundo han sido testigos del sufrimiento 
provocado por la mordedura de serpiente, desde hace mucho tiempo El ofidismo 
constituye un riesgo laboral y ambiental que afecta principalmente a población de escasos 
recursos económicos en regiones apartadas, quienes en muchos casos no tienen acceso a 
los tratamientos adecuados (Williams el al., 2010) A pesar de la gran cantidad de 
envenenamientos y muertes, el ofidismo ha sido declarado como una "enfermedad 
tropical desatendida en los albores del siglo XXI" (Chippaux JP, 1998). 
Por esta razón, los expertos en el área han planteado la necesidad de crear una alianza 
global de modo que se logre mejorar el tratamiento y la prevención de estos 
envenenamientos Entre las recomendaciones que se plantean en el documento 
"Confronting the Neglected Problem of Snake Bite Envenoming The Need for a Global 
Partnerslup" está la gran urgencia de promover la colaboración internacional, 
involucrando orgIni7nriones de salud nacional y regional para desarrollar investigaciones 
y establecer políticas dirigidas a este fin 
Dentro de las tareas científicas y tecnológicas que se han planteado se encuentra la 
caracterización bioquímica y toxicológica de los venenos (y toxinas purificadas) de 
Importancia médica de cada país, como parte de la mvestigación básica y preclínica. 
La serpiente de mayor importancia médica en Panamá es la B asper Esto se debe a que 
ocasiona la mayor cantidad de accidentes (aproximadamente un 72%) (Rodríguez el al., 
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2012) y, además, posee un veneno altamente tóxico que es capaz de producir graves 
secuelas en las víctimas del envenenamiento, incluso la muerte 
Atendiendo a lo antes mencionado, se realizó la caracterización bioquímica, 
farmacológica y toxicológica del veneno de referencia de B asper de Panamá,de modo 
que se evaluó la magnitud de los diferentes efectostói. para que estos datos sirvan 
como punto de partida de la etapa posterior, en la cual se estudiará la eficacia de los 
antivenenos producidos por diferentes laboratorios para neutralizar los efectos biológicos 
ocasionados por el veneno 
Esta información es necesaria para tomar decisiones en el diseño y aplicación de 
tratamientos, fabricación de antivenenos u otros tratamientos farmacológicos efectivos 
para contrarrestar los efectos tóxicos de los venenos. 
Eflonocmiiento del perfil proteico y toxicológico del veneno es la base para la 
evaluación y elaboración de antivenenos óptimos en el tratamiento del envenenamiento 
ocasionado por la B asper de Panamá. A pesar de esto, aún existe un gran vacío de 
información en este tema dentro del ámbito nacional 
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1.2 Objetivos 
1.2.1 Objetivo general 
. Realizar la caractenzación bioquímica, farmacológica y toxicológica del veneno 
de B asper de la República de Panamá  
1.2.2 Objetivos específicos 
• Determinar la actividad biológica local del veneno de B asper de Panamá. 
• Evaluar "in vivo" e "m varo" los efectos sistémicos del veneno de B asper de 
Panamá. 
• Caracterizar la composición proteica del veneno de B asper de Panamá. 
• Describir el reconocimiento mmunoquímico del veneno de B asper de Panamá 
por antivenenos producidos en diferentes regiones de Aménca Latina. 
13 Justificación 
El ofidismo es un problema global de salud pública que, a pesar de su complejidad y 
magnitud, ha recibido poca atención de las autoridades de salud, compaflias 
farmacéuticas y agencias de investigación alrededor del mundo (Gutiérrez cf al, 2009) 
La Organización Mundial de la Salud lo ha incluido dentro de su lista de enfermedades 
tropicales desatendidas 
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En años recientes se ha manifestado una preocupación creciente con respecto al tema del 
oficlismo por parte de la OrganI7sciófl Mundial de la Salud (OMS) y otras entidades 
regionales de salud, organl7suiones no gubernamentales, algunos productores de 
antivenenos y grupos de investigación, quienes en conjunto han planteado una serie de 
estrategias con el fin de abordar este asunto (Williams el al, 2010) Estos esfuerzos 
comprenden la acción integrada de diversas organi7Iones gubernamentales y no 
gubernamentales, productores de antivenenos e investigadores especialistas en múltiples 
áreas como herpetología, epidemiología, toxinologla, economía, ciencias sociales, 
medicina y ciencias básicas 
Con el interés de fomentar el enfoque y coordinar acciones, se creó Global SnakeBite 
Initiative, cuyos objetivos centrales son dirigir esfuerzos para lograr mejoras en los 
tratamientos del envenenamiento y desarrollar mecanismos para su prevención 
(Gutiérrez el al, 2006, Gutiérrez el al, 2009) Dentro de este contexto, se han definido 
una serie de tareas, entre las cuales se mcluyen 
• Incremento en la capacidad de los países pobres para producir imnunógenos y 
desarrollar su propio control de calidad de antivenenos mediante la transferencia de 
tecnología de producción 
. Implementación de ensayos pre-clínicos y clínicos sobre eficacia y seguridad de 
antivenenos. 
A nivel latinoamericano, existe la Red Temática Iberoamericana de Antivenenos del 
Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnología para el Desarrollo (CYTED), en la 
lo 
cual se han agrupado laboratorios públicos para coordinar la producción de suero 
antiofidico y de control de calidad en América Lalm& A través de esta red, se ha 
realizado un intercambio dinámico de personal en formación, talleres y actividades de 
investigación, las cuales han contribuido al mejoramiento de la capacidad regional para la 
fabricación de suero antiofidico y control de calidad (Gutiérrez el al., 20 10) 
Sobre la base de la Red Temática Iberoamericana de Antivenenos del CYTED, 
actualmente se desarrolla en Panamá el Proyecto de Ofidismo, que comprende 
componentes clínicos, epidemiológicos y de ciencias básicas. Este mvolucra a diferentes 
instituciones y profesionales de diversas disciplinas 
Uno de los componentes de este proyecto es la caracterización bioquímica, farmacológica 
y toxicológica del veneno de la serpiente B asper de Panamá, con el propósito de 
correlacionar la toxicidad del veneno con aspectos clínicos, zoogeográíicos, ecológicos y 
biológicos de la serpiente que es la causante del mayor número de casos de 
envenenamiento en nuestro país. 
Además, se está evaluando la eficacia de antivenenos homólogos y heterólogos en la 
neutralización de los principales efectos tóxicos mducidos por los venenos de las 
principales serpientes de Brasil, Colombia, Perú, Bohvia, Costa Rica y Panamá, en 
colaboración con otros Laboratorios de La región. Estas investigaciones en red tienen como 
propósito asegurar la integración y actualización tecnológica de los centros productores 
de antivenenos, lo que permitirá la consohdación de una política de autosuficiencia 
regional en el abastecimiento de antivenenos en Iberoamérica. 
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Además de lo antes mencionado, la importancia de la caracterización bioquímica, 
farmacológica y toxicológica del veneno de la serpiente B asper de Panamá se puede 
justificar con base en diferentes perspectivas el impacto en la sociedad, la toxicidad del 
veneno, la necesidad de contar con un veneno de referencia bien caracterizado para poder 
evaluar la eficacia de antivenenos producidos en diferentes regiones de América Latina. 
1.3.1 Impacto en la sociedad 
El envenenamiento por mordeduras de serpientes es un problema de gran impacto en la 
salud pública en muchas regiones tropicales y subtropicales, por su magnitud y 
repercusión socio-económica. Se estima que el número total de envenenamientos puede 
estar entre 1 8 a 2 5 millones en todo el mundo, con una fatalidad de alrededor de 20,000 
a 125,000 Además, no se conoce el número de víctimas con secuelas y discapacidad 
permanente, sin embargo, se cree que este supera la cantidad de muertes (WHO, 2007) 
En investigaciones realizadas en diferentes regiones, mediante distribución de 
cuestionarios en casas elegidas aleatonamente, se demostró que la incidencia, mortalidad 
y discapacidad a largo plazo debido a las mordeduras de serpiente es mucho mayor a lo 
que indican las estadísticas oficiales (WHO, 2007) Una de las razones es que los 
pacientes tratados con métodos tradicionales no están incluidos dentro de las estadísticas 
oficiales y muchas muertes que ocurren en áreas remotas no son reportadas. 
En América Latina, la incidencia varia entre 5 a 62 casos por cien mil habitantes por año 
En esta región se registran entre 130,000 a 150,000 casos, con un estimado de 2,300 
muertes Panamá presenta la incidencia más alta, registrándose 54-62 casos por cien mil 
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habitantes y, aproximadamente, 3,000 mordidas por año, con una tasa de mortalidad de 
0.6 (por cien mil habitantes). Dentro del país también existen importantes diferencias 
regionales, observándose que Panamá Este, Veraguas, Coclé y Chiriquí presentan 
incidencias superiores a 100 mordeduras por cien mil habitantes por año (MINSA, 2011) 
Esta enfermedad ambiental y ocupacional afecta principalmente a trabajadores agrícolas, 
en comunidades rurales de las regiones tropicales en alrededor del mundo, aquejando casi 
exclusivamente a la población con escasos recursos económicos (WHO, 2007) Las 
víctimas del envenenamiento generalmente viven en comunidades apartadas, lejos de los 
centros de salud, lo cual dificulta el acceso a la atención (Otero-Patiño, 2009). 
La población más vulnerable suelen ser pueblos indígenas y campesinos, dedicados a la 
caza, recolección y agricultura, los cuales en su mayoría no cuentan con la cobertura por 
parte de programas oficiales de salud pública o de seguridad social Dentro de estos 
grupos, las víctimas más frecuentes son los trabajadores jóvenes (entre 15 a 45 años de 
edad), generalmente varones y los niños La mayoría de estos accidentes ocurre en los 
campos agrícolas de las comunidades rurales (85-900/1 de los casos) (Otero-Patiflo, 2009) 
Esto constituye al ofidismo en un riesgo ocupacional de gran impacto en la economía de 
las familias de estratos pobres, pues en muchos casos la víctima es el único encargado de 
generar ingresos y de proveer las necesidades en el hogar. Por lo tanto, la muerte o la 
discapacidad traen consecuencias económicas, sociales y psicológicas que pueden 
extenderse a toda la familia (Williams et al, 2010) 
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Las causas de mortalidad por mordedura de serpiente en los países en desarrollo incluyen 
la escasez de antivenenos, servicios de salud deficientes, factores etno-antropológicos, las 
dificultades geográficas para la transferencia temprana de los pacientes a los hospitales, la 
falta de recursos terapéuticos y programas de atención primaria en lugares remotos 
(Gutiérrez el al , 2006) 
En cuanto a las especies de mayor relevancia, se puede decir que las serpientes del género 
Bothrops infligen la mayor cantidad de accidentes en América Latina, siendo la B asper 
la responsable de la mayor cantidad de envenenamientos en el sur de México, Centro 
América y las regiones norte de Suramérica. Se estima que en los países de Centro 
América, B asper es responsable de aproximadamente el 50-80% de los casos y de casi 
todas las muertes (60 al 90%) debido al envenenamiento por mordeduras de serpientes 
(Otero-Patiño, 2009) 
La serpiente B asper puede considerarse como la especie de mayor importancia 
epidemiológica en Panamá, ya que al igual que en el resto de los países de Centro 
América, es la causante de la mayor cantidad de accidentes ofidicos, ocasionando 
aproximadamente el 72% de los envenenamientos (Rodríguez eta!, 2012) 
1.3.2 	 Toxicidad del veneno de B. asper 
La importancia del estudio del veneno de 8 asper no sólo radica en aspectos 
epidemiológicos sino a su alta toxicidad, la cual se atribuye a la acción de enzimas y 
proteínas particulares que ejercen actividades en diferentes tejidos 
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Las características clínicas del envenenamiento por B asper son similares en América 
Central y Suraménca. Dependiendo de la severidad del envenenamiento, se pueden 
ocasionar daños a nivel local (edema, hemorragia, mionecrosis y dermonecrosis) o 
afecciones a nivel sistémico (cuadro hemorrágico, coagulopatías, insuficiencia renal y 
otros) Estos pueden llevar al paciente a la muerte o dejarle graves secuelas como pérdida 
de los miembros o extremidades, atribuido a complicaciones generadas por los rápidos 
efectos de los venenos y por la tardía iniciación del tratamiento específico (Otero-Patiño, 
2009) 
Si bien es cierto que estos son los signos característicos de envenenamientos por 
mordeduras de B asper, también es importante mencionar que la magnitud o aparición de 
estas manifestaciones depende de la composición del veneno, la cual puede variar incluso 
entre especímenes, a pesar de pertenecer a la misma especie En este aspecto, se ha 
demostrado que los factores ontogénicos y geográficos son determinantes (Gutiérrez ci 
al, 1980). 
Por esta razón es necesario investigar los efectos biológicos que provoca el veneno de B 
asper de la República de Panamá, así como la magnitud de estos con respecto a los 
ocasionados por sus congéneres de diferentes procedencias geográficas También es 
necesario correlacionar el perfil mmunoqufmico que presenta este veneno (Gutiérrez el 
a1,1980) 
A pesar de la importancia de la serpiente B asper, en Panamá existen muy pocos estudios 
referentes a la toxicidad de su veneno, sólo Martínez (1983) y  Quintero (2007) han 
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evaluado actividades tóxicas, empleando veneno de serpientes colectadas en regiones 
puntuales de la geografía nacional 
1.33 	 Preparación del veneno de referencia de Panamá 
La preparación de venenos de referencia de Las serpientes de mayor importancia 
epidemiológica de cada país, es un punto crucial en el diseño, producción y control de 
calidad de sueros antiofidicos Por esto, en Panamá es importante la preparación del 
veneno de referencia de B asper y su caracterización, ya que esta es la especie de mayor 
relevancia médica, debido a la toxicidad del veneno y al impacto epidemiológico 
Como es bien conocido, Los venenos (mezcla antigémca) que se emplean en la 
elaboración de un anliveneno son determinantes de la capacidad neutralizante contra un 
veneno particular (Gutiérrez el al., 1988). Las vanaciones en la composición de dicho 
veneno, debido a factores geográficos y ontogénicos, puede afectar de manera Importante 
la eficacia clínica del antiveneno (Gutiérrez el al, 2010) Por esta razón, es indispensable 
que en la preparación del veneno que se va a usar en la inmunización, se incluyan 
venenos de especímenes de diferentes regiones geográficas y grupos etanos, de modo que 
la mezcla sea representativa de la población de serpientes que viven en el área en la cual 
se emplearán los antivenenos 
También se recomienda que los venenos usados para la inmunizsu'ión sean extraídos de 
un gran número de especímenes (por Lo menos 20-50 serpientes) procedentes de vanas 
regiones cubriendo la distribución geográfica entera de una especie venenosa en 
particular (OMS, 2008) 
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Por otro lado, es importante la preparación de venenos de referencia (regionales o 
nacionales) que puedan ser usados en los ensayos para evaluar la potencia neutralizante 
de los diferentes antivenenos, ya sea por parte de los fabricantes o de las autoridades 
encargadas de la regulación 
1.3.4 	 Necesidad de evaluar antivenenos producidos en diferentes regiones 
(control de calidad de antivenenos) 
De acuerdo con lo indicado en la "WHO Guidelmes for the Production, Control and 
Regulation of Snake Antivenom Immunoglobulins", los antivenenos que pretendan ser 
usados en cada región deben ser sometidos a una serie de pruebas para garantizar la 
seguridad y eficacia: como requisito para que un antiveneno pueda aplicarse en ensayos 
con humanos, para la aprobación de licencias de los diferentes lotes, y de forma rutinaria, 
como control de calidad en dichos lotes Una vez que un antiveneno ha demostrado ser 
eficaz y seguro en pruebas preclinicas, puede ser evaluado en ensayos clínicos bien 
diseñados, para luego poder aplicarse formalmente en pacientes envenenados (WHO 
Gwdeleness, 2008). 
Dentro de este contexto, la caracterización bioquímica y biológica de los venenos de 
importancia médica, en nuestro caso B asper, es necesaria por dos razones 
Forma parte del control de calidad al cual deben ser sometidos los lotes de 
veneno a ser empleados en la fabricación de antivenenos Según lo indica la "WHO 
Guidelines for the Production., Control and Regulation of Sake Anlivenom 
Immunoglobulins", la caracterización bioquímica y biológica de los venenos es parte 
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importante del control de calidad al cual deben ser sometidos los lotes de veneno a ser 
empleados en la fabricación de antivenenos Las pruebas a realizarse incluyen la 
determinación de concentración de proteínas, electroforesis SDS-PAGE (imágenes de la 
corrida en condiciones reductoras y no reductoras), perfiles de cromatografia de 
exclusión por tamaños y determinación de las actividades enzimáticas y toxicológicas de 
los venenos Este control de calidad, es esencial para proveer la certeza de que los 
venenos mantienen su composición constante y que son representativos de las serpientes 
venenosas que habitan en la región para la cual el antiveneno es preparado o diseñado 
El seguimiento minucioso de estas recomendaciones en cuanto a representatividad y 
controles de calidad de los venenos contribuye a la opflmi7w1ón en la preparación de las 
mezclas que van a usarse en la mmtmizción y a favorecer un diseño más racional de los 
productos antivenenos que se dirigen al tratamiento de los síndromes de envenenamiento 
específicos causados por especies de serpientes a mvel local (Williams et al, 2007) 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda que los antivenenos 
sean evaluados en cuanto a su potencia neutralizante del efecto letal y otras 
actividades tóxicas: En cuanto a la eficacia, los antivenenos utilizados en cada país 
deben ser evaluados en su potencia neutralizante del efecto letal y en su eficacia para 
neutralizar los principales efectos patofisiológicos del veneno En este caso, se debe 
determinar la capacidad para contrarrestar la actividad hemorrágica, necrotizante, 
procoagulante, desfibrinante y miotóxica (Williams e: al, 2007) Por lo tanto, la 
información detallada acerca del perfil toxinológico y proteico del veneno de referencia 
de 	 asperde Panamá es necesaria, ya que constituye el punto de partida para esta etapa. 
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Mediante este estudio, no sólo se han estandarizado las metodologías que también se usan 
en la evaluación de la eficacia de los antivenenos, sino que se obtuvo la DL50 del veneno 
de referencia de 8 asper (este dato es necesario en la determinación de la DE50) y las 
dosis de reto que sirven como base para la evaluación de la capacidad neutralizante para 
los diferentes efectos fisiopatológicos 
En farmacología, se entiende por dosis efectiva a la dosis mínima capaz de producir el 
efecto deseado de la droga. La dosis que produce el efecto deseado en el 50% de la 
población se conoce como dosis efectiva 50% (DE50) En este caso, cuando hablamos de 
dosis de reto nos referimos a una dosis de veneno que se elige para probar o ensayar la 
eficacia de un antiveneno para contrarrestar un efecto bioquímico o farmacológico 
específico La selección de esta dosis se considera un tanto arbitraria, sin embargo, en la 
mayoría de las pruebas se utiliza una dosis que esté en un punto linear de la curva dosis-
respuesta, excepto en el caso de la letalidad 
Estas evaluaciones preclínicas son necesarias debido a la gran heterogeneidad de 
antivenenos disponibles, en su especificidad, perfil de neutralización y la composición 
fisicoquímica Para estos, deben emplearse los venenos de referencia relevantes en el país 
o área geográfica donde se desee miroducir dicho antiveneno 
Estos avances ayudarán a determinar si el antiveneno empleado en Panamá es eficaz para 
neutralizar el veneno de referencia de B asper de Panamá y a fortalecer la capacidad del 
país para aplicar las regulaciones, requisitos y controles de calidad de antivenenos 
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La caracterización del veneno de B asper, el establecimiento de las dosis de reto y la 
estandanzación de las metodologias necesarias para evaluar la eficacia de los antivenenos 
representan la base racional para la selección de un antiveneno especifico (Otero el al, 
2009) Los resultados de los ensayos predlinicos de potencia pueden ser usados también 
para identificar una capacidad potencial de neutralización cruzada de los antivenenos, lo 
cual sería confirmado a través de ensayos clínicos en pacientes envenenados Esto, 
sumado a los ensayos clínicos controlados, representa un adelanto para nuestro país en 
cuanto a la lucha contra los efectos nocivos de! accidente ofidico 
CAPÍTULO II 
FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 
20 
21 
2.1 Característica del veneno de B. asper 
El veneno de B asper es una secreción tóxica, viscosa, de color amanilo, que se produce 
y almacena en glándulas que están ubicadas en la parte superior de la cabeza Dicha 
secreción es empleada por la serpiente para inmovilizar y matar a una presa y también 
para funciones digestivas (Chaves el al, 1996, Rosenfeid (1, 197 1) 
2.2 Composición bioquímica 
El veneno de B asper es una mezcla muy compleja, constituida principalmente por una 
variedad de proteínas, enzimas, toxinas sin actividad enzunática, además de aminoácidos, 
nucleótidos, azúcares fosforilados, lípidos, detritus celulares, bacterias e iones metálicos 
que actúan como cofactores (Rojas el al, 2001, Chippaux LP y Goyffon, 1998) Las 
variaciones en la composición incluyen el tipo de componentes y las proporciones en que 
se encuentran cada uno de ellos Esto se debe a factores como la especie, la edad u origen 
geográfico del animal (Jiménez-Pomas, 1970) 
Los primeros análisis bioquímicos en los cuales se intentó separar los componentes del 
veneno y establecer su correlación con las diferentes actividades enzimáticas son 
probablemente los de Jiménez y Porras (1964), quienes utilizaron electroforesis en gel de 
almidón para separar, al menos, 14 fracciones del veneno de esta especie que 
originalmente se conocía como Bolhrops atrox 
La toxicidad del veneno se atribuye a la acción de enzimas y proteínas particulares que 
ejercen actividades en diferentes tejidos Generalmente, los efectos tóxicos especfficos 
son ocasionados por la acción sinérgica entre una o más toxinas que actúan en 
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combmación.. En algunos casos, una toxina dada puede presentar vanas actividades o 
varios roles en el envenenamiento (Angulo y Lomonte, 2009) 
Mediante estudios en proteómica, se han encontrado entre 27 a 30 proteínas diferentes en 
el veneno de B asper (Alape-Girón et al, 2008) Estas, a su vez, pertenecen a 8 familias 
metaloproteinasas (41-449/5), fosfolipasas A2 (29-45%), serma proteasas (4-18%), L-
amino oxidasas (5-90/G), desintegrinas (1-20/1), proteínas tipo lectina tipo C, fragmento 
DC y proteínas secretorias ncas en cisteína (CRISP) También se han aislado toxinas 
representativas de cada familia, las cuales se muestran en el Cuadro N9 (Angulo y 
Lomonte, 2009) 
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Cuadro N°1. CLASIFICACIÓN DE PROTEINAS PRESENTES EN EL VENENO 
DE B. ASPER 
Familia de Proteínas 	 Nombre de la toxina 	 Propiedades 
Fosfolipasas A2 
D49 	 PLA 1 	 Acídica 	 32 kDa 
PLAJI 
	
Acídica 	 16 kDa 
PLA2 1 	 Acídica 	 11 kDa 
PLA2 2 	 Acídica 	 11 kDa 
PLA2 3 	 Acídica 	 29 kDa 
Miotoxina 1 	 Básica 	 15 kDa 
PLA2 Miotóxica 	 Básica 	 15 kDa 
Miotoxina ifi 	 Básica 	 15 kDa 
K49 	 Miotoxina II 	 Básica 	 15 kDa 
Miotoxina IV 	 Básica 	 15 kDa 
Metaloproteinasas 
P-I 	 Proteinasa G 	 Neutra 	 18 kDa 
BaP 1 	 Básica 	 23 kDa 
BaHI 	 Acídica 	 64 kDa 
Bl-L2 	 Acídica 	 26 kDa 
P-fl.I 	 BH3 	 Acídica 	 55 kDa 
BaH4 	 Acídica 	 69 kDa 
Basparina A 	 Acídica 	 70 kDa 
Seria Proteasas 
Asperasa 	 Acídica 	 30 kDa 
Ficozima 	 Acídica 	 25 kDa 
Tipo-Trombina 	 Acídica 	 27 kDa 
L-Amino oxidasa 
Laao 1 	 Acídica 	 125 kDa 
Laao 2a 
	
Acídica 	 125 kDa 
Laao 2b 	 Acídica 	 125 kDa 
C Type Lecti» Like 
Aspercetina 	 Acídica 	 30 kDa 
Desintegrinas 
Bothrasperina 	 Acídica 	 8 kDa 
Tomado de: Biocbemistiy and toxicology of toxins purified from the venom of the snake 
B. asper. Angulo Y., Lomonte B. Toxicon 2009; 54: 949-957. 
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Algunas de estas han sido caracterizadas bioquímicamente y estructuralmente, además 
han sido sujeto de un número de estudios dirigidos a entender los mecanismos de acción 
(Angulo, 2009), mientras que otras toxinas solo han sido caracterizadas parcialmente El 
aislamiento y caracterización de estas proteínas son puntos clave para comprender la serie 
compleja de sucesos involucrados en el envenenamiento, contribuyendo al desarrollo de 
recursos terapéuticos eficaces e incluso al descubrimiento de toxinas que podrían ser 
útiles como herramientas de importancia biomédica. Sin embargo, aún hace falta 
caracterizar muchos de los componentes del veneno (Angulo, 2009) 
Entre las proteínas que no se han investigado están los componentes nuembros de la 
familia CRISP y las desmtegrinas de tamaños medio También falta investigar acerca de 
las toxinas responsables del daño renal (Angulo y Lomonte, 2009) 
Vale destacar que existe una gran variación en composición bioquímica, tanto cualitativa 
como cuantitativa, no sólo entre venenos de serpientes de especies diferentes sino 
también dentro de una misma especie. Estas diferencias tienen su origen en factores 
ontogénicos, geográficos, ambientales (por ejemplo, la estación del año), filogenia, 
además de factores individuales (Gutiérrez et al, 1980) 
En cuanto a las variaciones ontogénicas se ha demostrado que existen diferencias 
pronunciadas entre los venenos de ejemplares neonatos y adultos de B asper, lo cual se 
manifiesta en el perfil toxinológico El veneno de neonatos presenta un alto contenido de 
metaloprotemasas P-IB y un bajo contenido de fosfohpasas miotóxicas básicas PLA2s En 
contraste con los ejemplares adultos que presentan bajo contenido de metaloproternasas 
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P-1-11 y alto contenido de fosfohpasas miotóxicas básicas PLA2s (Alape-Girón el al, 
2008) 
Las variaciones según el origen geográfico de la serpiente se han demostrado por estudios 
de proteómica en los cuales se compararon venenos de especímenes recolectados en la 
región del Caribe de Costa Rica con los provenientes de la región del Pacífico En este 
estudio se encontró que existe un 52% de similitud en las proteínas del veneno de ambas 
poblaciones Sin embargo, estos venenos exhiben variaciones en cuanto a las 
proporciones de las diferentes proteínas Específicamente, el veneno de las serpientes del 
Caribe presenta alto contenido de serma prots (410%), L- aminoxidasas LAOs 
(200°h), y desintegrinas (160%) con respecto al veneno del Pacífico, mientras que el 
ultimo está enriquecido con PLA2 (1601/1) en comparación con los especímenes del 
Caribe (Alape-Girón el al, 2008) 
Estos resultados concuerdan con los ensayos realizados inicialmente en los cuales se 
evaluaron los diferentes efectos toxicológicos producidos por el veneno, ya que las 
magnitudes de las actividades especificas del veneno coinciden con el contemdo 
encontrado de proteínas de las familias correspondientes (Gutiérrez, 1980) Estas 
poblaciones se encuentran separadas por barreras geográficas naturales como la 
Cordillera de Guanacaste, Cordillera Central y la Cordillera de Talamanca lo cual permite 
sugerir que las diferencias en el veneno responde a la presión ambiental evolutiva (Alape-
Girón el al, 2008) Entre individuos también se encontraron diferencias en las principales 
familias de proteínas, principalmente entre las PLA2 
Ano1Ias. 
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2.3 	 Fisiopatología del envenenamiento 
Al sufrir la mordedura, el veneno que tiene propiedades citotóxicas y proteolíticas se 
difunde por vía linfática y venosa. El dolor intenso aparece inmediatamente a su paso por 
el miembro lesionado, desatándose una serie de manifestaciones locales. Si la víctima ha 
recibido una dosis importante de veneno, este pasa a la sangre y al sistema 
cardiovascular, aparecen las manifestaciones sistémicas generales cuya intensidad 
depende de varios factores (Galeano, 2000; Gutiérrez JM, 2010; Otero-Patino, 2009). 
Este proceso se ilustra en la Figura N° 1. 
Figura N° 1. Diagrama sobre patogénesis local del daño tisular ocasionado por veneno 
de B. asper. Se pueden observar las principales toxinas que ocasionan estos efectos: 
metaloproteinasas (SVMPs) y fosfolipasas A2 (PLA2) y sus homólogos. Tomado de: 
Experimental pathology of local tissue damage induced by B. asper snake venom. 
Gutiérrez J.M., Rucavado A., Chaves F., Díaz C., Escalante T. Experimental pathology of 
local tissue damage induced by Bothrops asper snake venom. Toxicon 2009; 54: 958-
975. 
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23.1 Edema 
El veneno de B asper provoca una respuesta inflamatona local pronunciada en el sitio de 
la inyección, lo cual se ha observado tanto en la clínica como en animales de 
experimentación (Rosenfeld, 1971, Bolaos, 1984 y Gutiérrez el al, 1986a) Este es el 
signo local clásico de envenenamiento ocasionado por serpientes de la familia Vipendae 
La respuesta inflamatona es de origen multifactonal, de inicio rápido, muy dificil de 
manejar terapéuticamente (Otero el al, 1996) Puede manifestarse con dolor (hiperalgesia 
y alodinia), edema prominente, eritema, equimosis y flictenas en el sitio de la mordedura 
(Toro el al, 1983) Puede evolucionar a un síndrome compartimental cuando el aumento 
en el volumen de liquido intersticial supera los 30 mm  (Gutiérrez DA, 2003, Farsky el 
al, 2005), con frecuencia esto conduce a isquemia y compresión de los nervios, con daño 
tisular permanente, que pueden llevar a discapacidad o a la amputación del miembro 
(Ribeiro y Jorge, 1997 y Jorge el al, 1999; Gutiérrez y Lomonte, 2003; Chaves el al, 
1995, Chacur el al, 2001) Además, el edema puede conducir a choque hipovolémico 
debido a la pérdida de fluido por extravasación del plasma (Carlson el al, 1975) 
Entre los componentes del veneno de B asper a los cuales se les atribuye el efecto 
edematizante están las fosfolipasas A2 miotóxicas, metaloproteinasas BaP1 y serinas 
proteasas Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la respuesta inflamatoria inducida 
por el veneno puede ser el resultado de los efectos sinérgicos de dos o más componentes, 
y de la respuesta endógena del organismo en respuesta a la acción del veneno. 
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Diversos estudios han mostrado que las fosfohpasa A2 miotóxicas juegan un papel 
importante en la génesis de la respuesta mflamatona local, la cual resulta de la 
combinación del efecto sobre los vasos linfáticos y de su participación en la producción 
de mediadores mflamatonos en el tejido Estos conducen a edema, luperalgesia y alodinia 
(Texeira et al, 2009, Gutiérrez y Lomonte, 1995) 
Otras evidencias ilustran acerca de la relevancia de las SVMP P-I en la reacción 
inflamatona y la hiperalgesia inducida por el veneno (Gutiérrez el al, 1995) En especial 
BaPi, la cual induce activación del complemento mediante generación de C5a, por el 
reclutamiento de leucocitos y macrófagos, quimiotaxis, síntesis de metaloproteinasa 
endógenas y citoqumas, entre otros mediadores (Rucavado el al, 1995 y  2002, Farsky el 
a1,2000) 
Además, otros componentes que probablemente participen en el proceso inflamatorio son 
las SVMIP P-II y P -III, fosfolipasas A2 ácidas y otros, que son capaces de actuar sobre las 
enzimas de las cascadas inflamatorias o inducir la degranulación de los mastocitos (De 
Faríaelal, 200 1) 
Existen diferentes mecanismos que pretenden describir el ongen del edema, el cual 
básicamente es producido por el aumento en la permeabilidad de los vasos sanguíneos, 
perdida de la función de los vasos linfáticos y por la liberación de diversos mediadores 
inflamatorios, los cuales han sido involucrados en la producción del dolor, el edema y las 
alteraciones de la presión artenal (Chaves el al, 1989, Gutiérrez y Lomonte, 2003; 
Teixeira el al, 2003) 
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De acuerdo a lo observado en el veneno de Bothrops lanceolatus (serpiente procedente de 
Martinica), se sugiere que el aumento de la permeabilidad vascular podría ser ocasionado 
por la degranulación de mastocitos, lo que causa la liberación local de histamina y 
serotonina, un fenómeno que es mediado principalmente por cminas y metabolitos de 
lipoxigeiiasas (De Faría eta!, 2001) Sin embargo, falta evaluar este efecto en el caso del 
veneno de B asper (Gutiérrez el al, 2009, Texeira et al, 2009) 
2.3.1.1 Efectos sobre los vasos linfáticos 
Las observaciones sugieren que las alteraciones patológicas en los tejidos y la vasculatura 
son responsables de un desequilibrio prolongado en la distribución del liquido intersticial, 
pues el veneno afecta drásticamente la integridad de los capilares, las vénulas y las 
arterias pequeñas (Arce elal, 1991,Moreiraetal., 1992) 
Olio posible mecanismo que pretende explicar la patogénesis del edema, se relaciona con 
la acción del veneno sobre los vasos linfáticos, pues este ocasiona la reducción rápida y 
marcada en el lumen, lo que a su vez provoca la detención en el flujo de la linfa (Mora el 
a1, 2008) 
Los componentes del veneno a los cuales se les atribuye este efecto son los homólogos de 
PLA2 o miotoxinas, las cuales ocasionan daños en el musculo liso, con un mecanismo 
aparentemente smular al que actúa sobre los miotubos del musculo esquelético (Mora el 
al., 2008) 
El efecto del veneno sobre los vasos linfáticos se reproduce cuando se aplica miotoxina 
U, que es un homólogo miotóxico de fosfolipasa A2 Los estudios sugieren que las 
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miotoxmas son capaces de interrumpir la membrana de las células del músculo liso, con 
el consiguiente incremento en la concentración de Ca2+  en el citosol, lo cual conduce a la 
contracción de la pared de los vasos linfáticos, provocando reducción en el lumen (Mora 
el al, 2008) Esta contracción sostenida, puede ser también debido a la liberación de 
mediadores inflamatorios inducida por PLA2 (Mora el al, 2008) 
En condiciones normales, el bombeo de la linfa es permitido por un proceso de 
contractilidad cíclica, de modo que silos vasos colectores se mantienen contraídos, el 
flujo de la ¡mía se detiene Un incremento sostenido en la concentración de Ca2 
citosólico daría lugar a la necrosis, y este daño irreversible afectaría de forma permanente 
el bombeo de la linfa (Mora el al, 2008) 
También se ha observado que la dosis influye de manera importante en este efecto A 
dosis bajas de veneno, el pico del edema se presenta dentro de la primera hora, sin 
embargo, cuando se administran dosis más altas, el edema persiste por períodos de 
tiempo más prolongados (Lomonte el al, 1993) Se sugiere que esta prolongación en la 
duración del edema es la consecuencia de las alteraciones patológicas en los vasos 
linfáticos (Gutiérrez el al., 2009) 
23.1.2 Mediadores inflamatorios 
El ingreso de los venenos de vipéndos a los tejidos pone en marcha un complejo proceso 
mflamatono, asociado con la liberación y/o síntesis de numerosos mediadores, los cuales 
interactúan de manera compleja, afectando múltiples procesos celulares y tisulares y 
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redundando en edema, infiltrado celular, dolor y adquisición de un fenotipo pro-
inflamatono y pro-coagulante en las células endoteliales 
El tipo de mediador y su concentración puede variar dependiendo del sitio, tejido o vía de 
inoculación, además del tiempo. En el caso del accidente bothrópico se menciona la 
participación de aminas biógenas, prostaglandtna', leucotrienos, citoqumas, 
tromboxanos, óxido nítrico (NO) y bradiqumma, los cuales se han encontrado en 
exudados mflamatonos inducidos por el veneno de B asper (Trebien y Calixto 1989, 
Chaves eta!, 1995) 
Entre los componentes del veneno que participan en la generación de mediadores 
inflamatorios están la Miotoxma ifi, la cual debido a su actividad PLA2 produce ácido 
araqwdómco, que es oxidado por la lipoxigenasa para dar lugar a la formación de 
leucotrienos, los cuales contribuyen con el aumento en la permeabilidad vascular y 
podrfan estar relacionados con la activación de mastocitos (De Faria el al, 2001) La 
respuesta hiperalgésica (dependiente de la dosis y del tiempo) ocasionada por esta 
miotoxina, también es mediada por leucotrienos junto con bradiqwnina (Chacur el al, 
2001) 
Además, las miotoxinas II y ifi son capaces de estimular la producción y liberación de 
IL- 1 e IL-6, TNF-a, LTB4, TXA2, POE2 y PGD2, ¡ii vivo e rn vitro (Zuliani el al, 2005 y 
Moreira el al, 2008) Esto concuerda con lo reportado para el veneno, y también se 
asocia con la hiperalgesia y aiodinia mecánica que ocasionan estas toxinas punficadas 
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(Chacur el al., 2003). En este caso, el edema ocasionado parece estar mediado por la 
histamina (Gutiérrez etal., 1986, Chaves el al, 1998). 
Otro componente del veneno que contribuye con el proceso inflamatorio es BaPI que es 
una SVMP del tipo P-I (Gutiérrez el al, 1995) Esta induce infiltrado inflamatorio 
compuesto principalmente por los leucocitos polimorfonucleares y macrófagos, así como 
incrementos en las citoquinas IL-Ip e IL-6 cuando se inyecta en tejido muscular de ratón 
(Rucavado el al, 1995 y  Rucavado el al, 2002) La formación posterior de ampollas y la 
infiltración de leucocitos en la dermis, se asoció con la desgranulación de los mastocitos 
y la presencia de macrófagos agrandados (Rucavado el al, 1998) La inyección de BaPI 
en la cavidad pentoneal de ratón evocó una marcada infiltración de neutrólilos y 
leucocitos mononucleares en el peritoneo, en paralelo a la liberación de IL-1 y TNF-a 
Además, BaP1 también puede causar hipemocicepción,, mediada por la liberación local 
de PGE2 y TNF-a (Femandes e: al, 2007) 
También se ha observado que el veneno de B asper es capaz de inducir o activar enzimas 
endógenas que propician la respuesta inflamatoria Por ejemplo, la miotoxma lii es capaz 
de regular la expresión de COX-2 en macrófagos aislados y en neutrófilos, así como en 
tejidos a los cuales se les inoculé veneno (Moreira el al, 2009) Esto indica que los 
metabohtos del ácido araquidómco producidos por la vía de la COX-2 (prostaglandinas y 
tromboxanos), juegan un papel en la actividad inductora de edema por el veneno (Olivo 
el al ,2007) 
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Este veneno también es capaz de inducir la expresión de óxido nítrico smtasa mducible 
(iNOS), lo cual lleva al aumento de síntesis de NO (Zamuner el al, 2001, Chaves el al, 
2006) La liberación de INF-'y se relacionó con la expresión de la iNOS con la 
consiguiente producción de NO por los leucocitos pentoneales reclutados en el sitio de La 
inyección del veneno (Zamuner el al, 2001) En este sentido, se puede decir que el 
aumento en la concentración de NO contribuye a los procesos farmacológicos que 
conducen a edema, junto con otros mediadores inflamatorios Sin embargo, la enzima 
NOS parece jugar un papel protector ante la letalidad (Chaves el al , 2006). 
Otro grupo de componentes del veneno potencialmente relevantes para la respuesta 
inflamatoria Local son las sena proteasas, las cuales activan e inducen la expresión de 
metaloproteinasw de matriz (proMMP) en especial MMP-2, esto se observó en estudios 
in vitro Además, se demostró que el veneno completo induce la expresión y la activación 
de MMP-2 en el músculo esquelético in vivo e in vitro, pero también promueve la 
degradación de proM14P-2 smtetizado en células cultivadas Este aumento de la síntesis 
endógena de MMP-2 y su posterior activación, pueden contribuir al efecto directo de 
veneno en los tejidos afectados (Saravia-Otten el al, 2004) 
Dado que la degradación de la matriz extracelular por las MMP tiene profundos efectos 
en su función y en el comportamiento de las células vecinas, los efectos del veneno sobre 
la matriz extracelular pueden afectar a los procesos normales de reparación de los tejidos 
y el músculo, la regeneración y la angiogénesis consecuencia del envenenamiento 
(Texeira el al , 2004) 
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2.3.2 Hemorragia 
Es uno de Los efectos más comunes en los envenenamientos por mordidas de B. asper. 
Sus manifestaciones pueden ser locales o sistéinicas, dependiendo del grado de 
envenenamiento puede presentarse desde equimosis o hemorragia petequial (mancha en 
la piel por extravasación de sangre) hasta hemoptisis (expectoración de sangre), 
gingivorragia (hemorragia de la mucosa gingival), hemartrosis, hematomas en sitios 
distantes de la mordedura, hematuria, hematemesis, epistaxis y hemorragias viscerales 
(Toro el al., 1983). Estos pueden llevar a hipovolemia, hipotensión, hipoperfusión de 
tejidos, choque cardiovascular, y accidentes cerebrovasculares severos y conducir a la 
muerte (Otero el al., 2002). 
Entre Las complicaciones sisiémicas más graves, que con frecuencia representan causa de 
muerte, está La hemorragia del sistema nervioso central. Algunos signos de hemorragia 
del sistema nervioso central pueden ser muy diversos: parálisis, convulsiones, 
hipertensión intracraneal, inconsciencia e irritación meníngea. Los síntomas clínicos 
corresponden a la localización de la hemorragia (Otero el al., 2009) Otras 
complicaciones de mordeduras de B. asper son derrame pleural hemático o seroso. 
Los principales componentes hemorrágicos del veneno son las toxinas conocidas como 
hemorraginas o SVMP (snake venom metalloproteinases), lo cual se ha comprobado pues 
el efecto es suprimido cuando se incuba el veneno con inhibidores de metaloproteinasas 
(Gutiérrez el al., 2009). 
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Las SVMP son metaloprotemasas dependientes de zinc y están relacionadas con la 
familia de proteínas encontrada en los tejidos de los mamíferos, las ADAM (a chsintegrm 
ami metalloprotemase) o MDC (metalloproteinase like, dismtegnn like and cistein rich) 
Estas proteínas se encuentran en abundancia en Los venenos de serpientes 
Las hemorraginas están clasificadas dentro de cuatro grupos diferentes dependiendo en la 
composición de sus dominios, según se muestra en al Cuadro N° 2 En el veneno de B 
asper se ha demostrado la presencia de Los tres primeros grupos 
Las toxinas presentes en el veneno de B asper que contribuyen de manera Importante al 
proceso hemorrágico son 
• BaH1: es una SVMP del tipo P-1H, es considerada la enzima hemorrágica más potente 
en comparación con las otras hemorragmas presentes en el veneno Sin embargo, se ha 
demostrado mediante ensayos in vivo que su efecto total se potencia por la acción 
sinérgica de las diferentes hemorragmas Esto se observó pues cada una de las enzimas 
por separado ocasiona un efecto hemorrágico insignificante (Borkow el al., 1993) 
Como acción de esta enzima, también se ha descrito un leve efecto mionecrótico, el 
cual podría ser secundario a la isquemia producida por la hemorragia. 
• BaH4: es una SVMP del tipo P-ffl que está antigénicamente relacionada con BaH!, 
diferenciándose sólo por el punto isoeléctnco y la potencia hemorrágica. Al 
administrarse en ratones por vía intravenosa ocasiona hemorragia pulmonar, lo cual 
hace suponer que esta juega un ml importante en la toxicidad sistémica producida por 
el veneno En ratones se produce una prominente hemorragia pulmonar después de 
SISTEMA DE BIBLIOTECAS DE L& 
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inyección intravenosa de BaH4 debido a una interrupción de la integridad de la célula 
endotelial en los capilares pulmonares (Franceschi el al., 2000). 
Cuadro N° 2. METALOPROTEINASAS PRESENTES EN EL VENENO DE 
B. ASPER 
Tipo de SVMP 
	 Características 	 Referencias 
Grupo P-I: 	 Enzimas que presentan solo dominio de 	 Watanabe el al., 2003; 
metaloproteinasa, donde el sitio de 	 Gutiérrez el al., 2009; 
unión al zinc está presente. Es inhibida 	 Escalante el al., 2004. 
por la a2-macroglobulina. 
Grupo P-II: 	 Enzimas que presentan un dominio 	 Watanabe el al., 2003; 
metaloproteinasa y un dominio 	 Gutiérrez el al., 2009; 
desintegrina. 	 Fox y Serrano, 2005. 
Grupo P-1I1 	 Enzimas 	 que 	 comprenden 
metaloproteinasa (tipo desintegrina) y 
dominios ricos en cisteína en una sola 
cadena polipeptídica, muchos de los 
cuales se encuentran glicosilados. 
Generalmente, son las más potentes, ya 
que la presencia de ambos tipos de 
dominios le confieren una mayor 
capacidad para dirigirse a sitos claves 
en la microvasculatura. También 
inhiben la agregación plaquetaria 
inducida por colágeno. No son 
inhibidas por a2-macroglobulina. 
Watanabe el al., 2003; 
Gutiérrez el al., 2009; 
Fox y Serrano, 2005. 
Grupo P-IV Enzimas heterodiméricas con una 
subunidad correspondiente a una 
cadena P-III y otra con un dominio tipo 
lectina C, unidos por puentes disulfuro. 
Watanabe el al., 2003; 
Gutiérrez 	 el 	 al., 2009; 
Hite 	 el 	 al., 1994; 
Bjarnason y Fox, 1994. 
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• BaP1 que es una SVMP básica de tipo P-I, la cual por si sola, es levemente 
hemorrágica relacionándose con daños degenerativos in vivo a la membrana basal 
capilar y a las células endotehales (Rucavado e: al, 2002) La acción hemorrágica de 
esta toxina se lleva a cabo sólo a tuve! local (no sistémico), probablemente debido a 
que es susceptible a la mactivación por parte de la a2-macroglobulma (Escalante e: al, 
2004) 
Otras metaloproteinasas del veneno de B asper que han sido aisladas y que ejercen 
efectos hemorrágicos son BH2 y 131-13 131-13 corresponde al grupo de enzimas P-HI, 
mientras que BH2 es una metaloprotemasa P-I (Angulo y Lomonte, 2009) 
Bal-! 1 y Bal-14 hidrolizan componentes de la membrana basa¡ in vitro, lo que sugiere que 
estas enzimas son capaces de degradar dichos componentes in vivo Estas 
metaloprotemasas también son capaces de hidrolizar proteínas de la membrana de células 
endotehales, involucradas en adhesión intercelular y adhesión a la matriz extracelular 
como las integrinas y las cadennas Además, las proteínas tipo desmtegrina y los 
dominios ricos en cisteína mteractúan con mtegrmas endotehales, interfiriendo con la 
adhesión a la matriz extracelular (Gutiérrez el al, 2005) 
Entre los sustratos más conocidos de las P-III están el factor de von Willebrand, el 
colágeno (XII, XIV, 1 y  IV) y malrilmas (1, II y IV), alcanzando su objetivo dentro de la 
microvasculatura incluso en órganos distantes del sitio de la inoculación (Gutiérrez el al, 
2009) 
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Otro aspecto importante es que existen diferencias en cuanto a la proporción de estas 
metaloproteinav's en los venenos de diferentes grupos etanos En el veneno de 
ejemplares adultos, existe una mayor concentración de SVMPs del tipo P-I con respecto 
al P-ll1, mientras que lo contrario ocurre en los venenos de las muestras de recién nacidos 
(Alape-Girón el a!, 2008) En consecuencia, el veneno de B asper de recién nacidos es 
más hemorrágico que el de ejemplares adultos (Gutiérrez el al, 1980) 
23.2.1 Mecanismos de acción hemorrágica 
La hemorragia es un suceso extremadamente rápido, en el cual la proteólisis ejercida por 
las SVMP juega el rol central, ya que ocasionan alteraciones estructurales drásticas en las 
células capilares endoteliales en cuestión de pocos minutos (Otero el al, 2009) 
El mecanismo de acción de estas toxinas no está totalmente dilucidado, sin embargo, 
evidencias experimentales han permitido diseñar hipótesis que describen el proceso 
mediante el cual se desarrolla el evento hemorrágico 
Según estudios realizados por diferentes investigadores, la patogénesis de la hemorragia 
es un proceso de dos etapas en el cual participan factores tanto bioquímicos como 
biofisicos que llevan al daño en microvasos y extravasación (Gutiérrez el al, 2005) 
En la fase inicial, las SVMP hidrolizan los componentes proteicos de la lámina basa] de 
los capilares y vénulas, actuando principalmente sobre la fibronectina, laminina y 
colágeno tipo IV, tal como ha sido documentado en estudios in vitro e in vi-yo (Rucavado 
e: a!, 1995) Esto trae como resultado el debilitamiento mecánico de la estructura de la 
membrana basa] y de las proteínas de adhesión, haciéndola vulnerable 
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En la segunda etapa, la acción de fuerzas biofisicas como la presión hidrostática y las 
fuerzas de corte tangencia¡ inducen la distención de la pared capilar debilitada, haciendo 
a las células perder grosor, resultando en la ruptura de La mtegndad celular endotehal, 
provocando que la pared capilar pierde la continuidad en algunos puntos discretos, en los 
cuales ocurre la extravasación caracterizada por un rápido estallido de sangre hacia afuera 
de los microvasos (Gutiérrez el al, 2009) 
Esta hipótesis de dos pasos está fundamentada por experimentos en los cuales el flujo 
sanguíneo en los tejidos musculares fue interrumpido En estas circunstancias, la 
inyección de SVMP BaP1 hemorrágicas no indujo daño celular al endotelio, lo cual hace 
evidente que las fuerzas biofisicas asociadas con el flujo de sangre juegan un rol en el 
daño celular al endoteho y consiguiente hemorragia (Gutiérrez el al, 2006) 
Además, en los ensayos in vitro en los cuales se sometieron cultivos celulares a la acción 
de las hemorraginas, se observó que las células endotehales mueren por apoptosis y en un 
periodo de tiempo mucho mayor Estas observaciones también sirven como apoyo a la 
hipótesis que plantea la acción de las fuerzas biofisicas, las cuales están ausentes en los 
ensayos in vitro 
Otra propuesta indica que el veneno puede mducir hemorragia por diapédesis, ya que la 
apertura de las umones intercelulares permite la extravasación por esa vía, como 
consecuencia de la fuerte reacción mflamatona. En este caso, los mediadores 
mflamatonos contribuyen a acentuar los efectos de las hemorraginas (Gutiérrez, 2006). 
40 
2.3.3 Coagulopatías 
Entre los efectos más sobresalientes del envenenamiento sistémico por B asper están las 
alteraciones en la coagulación que incluyen cuadros de desfibrmación, coagulación 
mtnivascular diseminada, trombocitopema y disfunción plaquetana. 
En pacientes que han sufndo envenenamiento por B asper se descnben comúnmente 
alteraciones en pruebas de coagulación tales como el aumento del tiempo de coagulación 
de la sangre, medido a través del tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina 
parcial activada (TPT) 
Algunos componentes del veneno pueden acelerar la hemostasis mientras que otros 
pueden inhibir el proceso de coagulación Los primeros involucran inductores de la 
agregación plaquetana, activadores del factor X, activadores de la protrombina y la 
trombina. Los componentes del veneno que inhiben la hemostasis incluyen las enzimas 
fibnnogenoliticas, el inhibidor que activa la protrombina, inhibidores que activan el 
factor X y los inhibidores de agregación plaquetana (Kini, 2006) 
Los componentes del sistema hemostático son afectados por la acción de diferentes 
toxinas como SVMPs, sena proteasas tipo trombina, desmtegrmas y proteínas tipo 
lectina C (Rucavado el. al, 2005) Dentro de estas, se ha identificado el rol de proteínas 
particulares, las cuales se listan a continuación 
Basparina A, que es una SVMP del tipo P-HI, con actividad potente de 
activación de protrombina e inhibición de agregación de plaquetas in vitro Su habilidad 
de inhibir la agregación plaquetaria dependiente de colágeno no está relacionada con su 
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actividad proteolitica. El síndrome de desfibrmación observado luego de la inoculación 
intravenosa e miramuscular de esta enzima, junto con su habilidad de inducir la 
formación de trombos pulmonares, sugiere que basparma A juega probablemente un rol 
importante en las coagulopatías observadas durante el envenenamiento (Loría el al, 
2003) 
Aspercetina la cual pertenece a la familia de proteínas tipo lectina C, presenta 
potente actividad agregante de plaquetas ¡n vitro, sólo en presencia de plasma o de factor 
de von Willebrand punficado (Rucavado el al., 2001) Es muy probable que esta toxina 
mteractúe con el factor de von Willebrand, promoviendo su interacción con el receptor 
plaquetario GPIb, dando lugar a la aglutinación/agregación,, induciendo una 
trombocitopema trombótica, con la formación de pequeños agregados de plaquetas que 
quedan atrapados en la microvasculatura. 
Además, esta proteína favorece la actividad hemorrágica de BaPl que es una SVMP P-I 
y de las SVMP P-I1l purificadas Esto sugiere que la aspercetma puede contribuir en el 
desarrollo de la hemorragia local característica de los envenenamientos por B asper 
(Rucavado el al, 200 1) 
• Asperasa, es una serma proteasa glicosilada, que presenta actividad tipo trombina. 
La enzima muestra actividad coagulante del fibrinógeno in vitro y actividad desfibrinante 
in vivo en ratones luego de inyección intravenosa, además causa alteraciones del 
comportamiento tales como pérdida del reflejo de enderezamiento, opistótonos y 
rotaciones intermitentes sobre el eje largo del cuerpo 
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La proporción de esta toxina en el veneno es muy baja (0 13%), por lo tanto, su 
contribución a la coagulopatia no se considera significativa con respecto a las 
metaloprotemasas activadoras de protrombma como la basparma A (Angulo y Lomonte, 
2009) 
• Bothrasperina, es una desmtcgnna de tamaño mediano, que inhibe la agregación 
plaquetana inducida por ADP in varo En el veneno se encuentran vanas isoformas de 
esta desintegnna, con ligeras diferencias en la masa (Alape-Ciirón el al, 2008, Angulo y 
Lomonte, 2009) 
En contraste con otros venenos de vipéridos, no se ha identificado en el veneno de B 
asper nmgun activador del factor X (Rucavado el al, 2004) 
2.33.1 Mecanismos de acción coagulante 
Las toxinas mencionadas no son hemorrágicas per se, sino que sus efectos sobre la 
coagulación y las plaquetas contribuyen a la hemorragia sistémica, que es causada 
principalmente por la acción de SVMPs hemorrágicas sobre los vasos sanguíneos 
(Gutiérrez el al, 2005) Sin embargo, se han diseñado pocos estudios expenmentales para 
evaluar esta hipótesis 
Los experimentos realizados revelan claramente que las SVMPs son los componentes 
procoagulantes más importantes in varo y desfibrinantes rn VIVO en el veneno de B asper 
(Rucavado el al., 2004), ya que luego de incubar el veneno con mhibtdores de 
metaloproteinasas y serma protelss, se neutralizan parcial o totalmente los efectos 
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fisiopatológicos sistémicos (letalidad, hemorragia y coagulopatía) inducidos por el 
veneno (Rucavado A., 2005). 
Los mecanismos de acción de estas toxinas son muy diversos y afectan la homeostsis en 
diferentes niveles, tal como se explica a continuación: 
Trombocitopenia: Es uno de los efectos más notorios del veneno. Probablemente es 
ocasionada mediante el secuestro de plaquetas del torrente sanguíneo en los microvasos 
afectados por las SVMIPs. 
Diversos experimentos sugieren que este efecto del veneno desempeña el papel más 
importante en la potenciación de la hemorragia inducida por SVMPs (Rucavado el al., 
2005). Lo cual concuerda con los resultados clínicos en pacientes envenenados por 
Bothrops yarará (presente en Brasil, Bolivia, Paraguay, Uruguay, Argentina), ya que el 
sangrado sistémico fue más frecuente en pacientes con trombocitopenia que en aquellos 
con incoagulabilidad de la sangre (Gutiérrez el al., 2009). En estudios dei veneno de la 
Bothrops jcircíraca (especie predominante en Brasil), se encontró que las proteínas con 
dominios semejantes a desintegrinas, se unen a los receptores de las integrinas en las 
plaquetas activadas, siendo capaces de inhibir la unión del fibrinógeno a las mismas, 
contribuyendo a estimular la vía fibrinolitica y a favorecer el cuadro hemorrágico 
observado en víctimas envenenadas (Sánchez, 2004). 
Disfunción plaquetaria; El veneno de B. asper también afecta la función plaquetaria, es 
decir, la agregación in vivo. Experimentos realizados sugieren que el principal 
mecanismo detrás de la actividad bipoagregante de plaquetas es el consumo de 
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fibrinógeno, ya sea debido a que se reduce la formación de enlaces entre el fibrmógeno y 
las integrmas a1m(3  (sitios de unión al fibrinógeno y vWF en las plaquetas), o debido a 
que los productos de degradación del fibrinógeno generados mteractúan y bloquean este 
receptor Es probable que bothrasperma tal como se describe para vanas desintegrmas 
RGD, interactúa con la mtegrma a((13133,  bloqueándola, conduciendo de este modo a la 
inhibición de la agregación plaquetana. 
Además, las SVMP P-H1 y las proteínas DC que comprenden los dominios tipo 
desmtegnna y ricos en cisteína de las SVMP Pifi (Alape-"n el al, 2008) inhiben la 
agregación plaquetaria inducida por colágeno mediante la interacción con la integnna 
ct2íi (receptor de colágeno en plaquetas) Sin embargo, al usar veneno crudo el efecto 
bipoagregante observado no es sigmficativo, probablemente debido a la baja 
concentración de estas proteínas en el veneno. 
Desfibrinación: Es una importante alteración que consiste en la disminución drástica en 
los niveles de fibrinógeno (Furtado etal., 1991). Experimentalmente, como consecuencia 
de la acción del veneno, se observa coagulación in vi/ro del plasma y de soluciones de 
fibrinógeno y desfibnnación in vivo Siendo las senna-proteasas con acción tipo 
trombina, las que actúan sobre el fibrinógeno produciendo microtrombos de fibrina que 
se diseminan a nivel intravascular, depositándose en los diferentes sistemas (pulmonar, 
digestivo, urinario y nervioso), embolizando la circulación Estos microtrombos se 
caracterizan por ser poco estables, incapaces de polimenzar y formar coágulos 
sanguíneos, debido a que carecen de puentes cruzados que normalmente son formados 
por acción del FXffla (Gutiérrez el al, 1980) Esto se debe a que estas toxinas, a 
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diferencia de la trombina, no activan el FXIII sino que lo degradan Además, como la 
fibrina formada no presenta puentes cruzados, es degradada fácilmente por el sistema 
fibnnolítico 
Se sospecha que otra consecuencia de la desfibrmación es el efecto hemolítico, 
considerado en este caso como una consecuencia del efecto mecánico sobre los entrocitos 
ejercido por los microtrombos depositados en la microvasculatura (Gutiérrez el al., 
2009) 
2.3.4 Miotoxicidad 
En todos los casos de accidente ofídico ocasionado por el género Bothrops se produce 
necrosis de los tejidos blandos y en el tejido muscular donde se inocula el veneno Este 
efecto de aparición rápida, es de suma importancia, ya que es uno de los principales 
causantes de disfunción o pérdida completa de miembros o extremidades. 
A nivel experimental se observa que la inyección miramuscular de veneno crudo de B 
asper ocasiona mionecrosis local, lo cual se pone de manifiesto por alteraciones 
histológicas y por el incremento en la actividad plasmática de enzimas como la creatina 
qwnasa (CK) en animales de experimentación (Gutiérrez el al, 1980a, 1984a, Lomonte y 
Gutiérrez, 1989). También se observa actividad citotóxica in vitro sobre mioblastos y 
miotubos en cultivo y en músculos aislados (Buitrón el al, 1993) 
Microscópicamente el tejido afectado por el veneno muestra una total degeneración de la 
fibra muscular formando una masa amorfa, con ausencia del sistema sarcotubular 
(Stnnger el al, 1971), y  edema con infiltración de linfocitos, polimorfos y macrófagos 
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(Flarris el al., 1975). En caso de severa intoxicación, la necrosis puede expandirse a otros 
tejidos (Tadokoro y Kurihara., 1963, 1-luatuco el al., 2004). 
Los principales componentes trijotóxicos del veneno de B. asper se conocen como 
miotoxinas, que son proteínas básicas con estructura de fosfolipasa A2, capaces de afectar 
el tejido del músculo esquelético en cuestión de minutos (Gutiérrez y Lomonte, 1989, 
1995, 1997, 2003). Como evidencia, se ha determinado que la incubación de veneno de 
B. asper con anticuerpos policlonales contra PLA2 niiotóxicas reduce la actividad 
miotóxica en aproximadamente un 70%, lo que confirma el protagónico papel de estas 
moléculas en la mionecrosis (Lomonte el al., 1987). Además, luego de la inyección 
intramuscular de PLA2 miotóxicas en ratones, se reproduce la imagen mionecrótica 
drástica inducida por el veneno completo. Sin embargo, el hecho de que todavía hay 30% 
de daño en el músculo en estas condiciones revela que otros componentes del veneno 
también contribuyen con el daño muscular agudo. 
Las miotoxinas actúan a nivel local, ya que su efecto se manifiesta en los músculos 
situados en las proximidades del lugar de la inyección, por otro lado, presentan poca 
acción sobre regiones distantes. Además si se administran sistémicamente (por vía 
intravenosa), estas no aumentan los niveles plasmáticos de creatina quinasa (Gutiérrez y 
Ownby, 2003; Gutiérrez el al., 2008). Estas evidencias concuerdan con las 
manifestaciones clínicas observadas en pacientes envenenados (Otero e,' al., 2002; 
Gutiérrez, 1995; Warrell, 2004). Sin embargo, las PLA2s rniotóxicas de otras especies 
pueden inducir tanto miotoxicidad local como sistémica (Otero e: al., 2002; Gutiérrez, 
1995; Warreli, 2004). 
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Las fosfolipasas A2 (PLA2, EC 3 11 4) son esterasas que catakzan la hidrólisis de la 
cadena Sn-2 acil de los fosfoglicéndos, en presencia de Ca 2, para producir 
lisofosfolípidos y ácidos grasos. Estas son capaces de afectar a muchos tipos diferentes de 
células, además de las células del tejido muscular estriado y liso (Mora el al, 2009, 
Buitrón e: al, 1993, Lomonte e: al, 1994, 1999, Angulo y Lomonte, 2005) A su vez, 
pueden clasificarse según su naturaleza en PLA2s ácidas y básicas 
Las PLA2s básicas componen el 15-35% de las proteínas totales en veneno de B asper 
(Gutiérrez y Lomonte, 1995, Alape-Girón el al, 2008) y  son más abundantes que sus 
homólogos ácidos (Alape-Girón el al, 2008) Estas presentan dos isoformas las Asp49 
(13-49) que tienen Asp en el residuo 49 y conservan actividad de fosfolipasa, y las Lis49 
(K-49) que presentan un residuo usina en la posición 49 y que carecen de actividad 
enzimática, debido a la ausencia del residuo aspartato que permite la unión del ión Ca2 
requerido para la catálisis (Gutiérrez y Lomonte, 1997, Ohsaka el al, 1966) Las 
miotoxinas básicas de PLA2 que han sido aisladas, del veneno de B csper se designan 
por números 1, U, ifi y IV Las miotoxmas lyllI son Asp49, mientras que las miotoxmas 
II y IV son miembros del subgrupo de homólogos Lys 49 (Lomonte y Gutiérrez, 1989, 
Francis el al, 1991, Díaz el al, 1995, Lizano el al, 2001, Lomonte y Carmona, 1992, 
Gutiérrez y Lomonte, 1995 y  Gutiérrez y Lomonte, 1997) 
Además de su potente efecto ¡motóxico ¡n vivo, otras actividades descritas para las PLA2 
básicas incluyen la inducción de edema, acción anticoagulante ¡n vitro, inducción de 
citokinas, acción citotóxica, efecto bactericida, inducción de hiperaigesia, activación de 
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macrófagos, efectos apoptóticos, unión a receptores KDRfEVG y contracción de vasos 
linfáticos (Angulo y Lomonte, 2009) 
Por otra parte, las actividades específicas de las PLA2 acídicas presentes en los venenos 
de B asper no se han determinado, sin embargo, con base en estudios a partir de venenos 
de otras especies del género Botbrops se cree que estas pueden desplegar diversos efectos 
como agregación plaquetana, bloqueo neuromuscular, miotoxicadad y efecto hipotensivo 
(Alape-Girón el al, 2008) 
2.3.4.1 Mecanismos de miotoxicidad 
Los mecanismos responsables del daño celular ocasionado por las miotoxmas aún no 
están claros, sin embargo, se ha demostrado que se produce a través de componentes 
catalíticos y no catalíticos, ya que estas miotoxinas ejercen su actividad miotóxica aun 
cuando se abrogue la actividad fosfolipasa (Gutiérrez el al, 1986, BuItrón el al, 1993), 
lo cual sugiere que regiones distintas al sitio catalítico son capaces de interactuar e 
interrumpir la integridad de las membranas plasmáticas de las células musculares Estas 
regiones no han sido identificadas pero se cree que consisten en secciones de naturaleza 
catiómca-hidrofóbica (Gutiérrez el a!, 2009) Además, el carácter dunérico de muchas de 
estas miotoxmas permite cambios conformacionales que facilitan la penetración de la 
membrana de las células musculares (Martha el al, 2004, Da Silva-Giotto el al., 1998) 
Se ha sugerido que las miotoxuias podrían unirse a la membrana plasmática, mediante 
dos tipos de sitio de unión fosfolípidos negativos, presentes en las membranas de 
muchos tipos celulares, lo cual explica la amplia acción citolítica de estas proteínas in 
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vitro, y receptores proteicos específicos, presentes en células musculares, lo cual hace a 
estas células más susceptibles a la acción de dichas toxinas, sin embargo, la identidad de 
estos receptores aún no ha sido establecida (Gutiérrez, 2002) 
La unión a los fosfollpidos negativos en las membranas celulares se ve favorecida 
probablemente por la presencia de una cara catióruca en la estructura de las PLA2s 
nuotóxicas, en la cual la interacción electrostática inicial podría facilitar la penetración, 
desorganización y pérdida del control de la permeabilidad de la membrana (Lomonte el 
al, 2003a) 
La hidrólisis de fosfolipidos por acción catalítica de las miotoxinas 1 y m, ocasiona la 
desestabilización brusca de la membrana plasmática de las fibras musculares Esta 
perturbación también puede estar relacionada con el efecto ejercido por productos de la 
degradación de fosfolípidos, como lisofosfoilpidos y ácidos grasos En este sentido, se ha 
demostrado que la hsolecitma induce la disrupción del sarcolema y mionecrosis 
(Montecucco e: al., 2008). 
Esta lesión del sarcoleina ocasionada por las mjotoxmas, ocurre de forma rápida y 
drástica, y promueve la entrada masiva de calcio desde el fluido extracelular hacia el 
citoplasma, este aumento en la concentración de calcio desencadena una serie de daños 
celulares irreversibles. Dicho efecto se ha observado en miotubos en cultivo (Villalobos 
el al., 2007) y en las células musculares in vivo (Gutiérrez e: al, 1984) 
Entre las consecuencias más importantes del incremento de calcio intracelular están la 
hipercontracción de los miofilamentos, lo que resulta en la formación de niavs amorfas 
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de miofibrillas y espacios citoplasmáticos desprovistos de rmofilamentos (Gutiérrez el 
al, 1984) Además de afectar a la integración mecánica del aparato contráctil, tal 
hipercontracción drástica induce posteriormente la interrupción mecánica de la integridad 
de la membrana plasmática, promoviendo así un círculo vicioso en el cual ingresa más 
calcio a la célula. 
El aumento de la concentración de calcio intracelular también ocasiona un ingreso 
excesivo de este ión hacia el interior de las mitocondnas, mediante uniporte y utilizando 
el gradiente de protones que existe a través de la membrana mitocondnal interna. Esta 
acumulación de calcio en la malnz mitocondnal lleva a la formación de cristales de 
hidroxiapatita y afecta la síntesis de ATP (Gopalakrishnakone el al, 1984) Como 
consecuencia, las mitocondnas se hinchan, aparecen flóculos en su matriz y las 
membranas mitocondriales son interrumpidas Es probable que estas alteraciones 
conduzcan a la formación de poros de transición de la permeabilidad que conducen a la 
liberación de factores de la muerte para initocondnas Al final, la mitocondna se daña 
irreversiblemente y es obstruida la síntesis de ATP 
Otra alteración que aparece como consecuencia del aumento de la concentración 
mtracelular de calcio es la activación de proteinis dependientes de calcio y fosfobpasas 
A2 Las calpainas, que son cistein-proteinasas, dependientes de calcio, se activan e 
hidrolizan una serie de sustratos celulares, en particular los componentes del 
citoesqueleto responsables de la integración mecánica de las proteínas miofibrilares 
(Gutiérrez el al, 2009) 
51 
Mediante observaciones experimentales también se plantea que las SVMPs hemorrágicas 
como Bali y 1301, pueden ocasionar mionecrosis mediante mecanismos no 
establecidos, aunque se cree que el daño muscular provocado por estas toxinas es 
secundario a la isquemia resultante de su acción en la microvasculatura (Gutiérrez eV al, 
1995b, Rucavaclo el al, 1995) Otras alteraciones como La angionecrosis, la trombosis, el 
edema, la inflamación y el aumento de la presión mtracompartimental en el musculo, 
pueden poner en peligro la perfusión tisular, contribuyendo a la isquerma (Gutiérrez el 
a1,2009) 
23.5 Letalidad 
A pesar de que letalidad es la consecuencia más importante del envenenamiento por la 
mordedura de serpiente, los mecanismos y las toxinas responsables no han sido 
identificados correctamente, a diferencia de la patogénesis del daño tisular local, que ha 
sido investigada ampliamente a nivel experimental (Gutiérrez el a¡, 2009) 
En los casos graves de envenenamiento inducido por veneno de B asper, la muerte se 
produce por ¡a acción combinada de vanas toxinas y de los mecanismos endógenos 
nocivos provocados por la acción de los componentes del veneno (Gutiérrez el al., 2009) 
Los efectos sistémicos de mayor relevancia que se han relacionado con letalidad 
ocasionada por el veneno de B asper son shock cardiovascular generalmente asociado 
con hemorragia sistémica, además de complicaciones como falla renal aguda y 
hemorragia en el sistema nervioso central (Otero el al, 2009, Gutiérrez et al, 2009) Esto 
se ha observado tanto clímcamente y expenmentalinente 
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Entre los componentes del veneno a los cuales se les atribuye un papel preponderante en 
la letalidad están las SVMP y serma proteasas tipo trombina. Las PLA2 básicas se 
consideran relevantes también,, sin embargo, faltan datos para confirmar su relación con 
la muerte ocasionada por el veneno de B asper Un número de componentes del veneno, 
que por sí solos no se consideran apreciables, contribuyen a la toxicidad global del 
veneno por efectos sinérgicos y aditivos cuando actúan en combinación con otras toxinas 
en el veneno crudo (Gutiérrez et al, 2009) Además, la reciente caracterización 
proteómica del veneno de 13 asper reveló un número de componentes cuya función en la 
toxicidad sistémica no ha sido investigada, por ejemplo, las proteínas secretoras ricas en 
cisteína (CRISPs), las PLA2s ácidas y serma proteasas (Alape - Girón et al, 2008) 
Las alteraciones hemodmámicas asociadas a la hipovolemia constituyen una grave 
consecuencia de envenenamientos severos por B asper (Gutiérrez er al, 2009) El 
colapso cardiovascular puede ser ocasionado por la pérdida masiva de sangre secundaria 
a la hemorragia local y sistémica, disfunción endotehal generalizada (Gutiérrez el al, 
2009), también puede verse favorecida por la extravasación del plasma hacia el espacio 
intersticial promovida por diversos componentes del veneno y por la acción de los 
mediadores mflamatonos liberados en el curso de envenenamiento (Bonta el a!, 1979) 
El desarrollo de hemorragia sisténuca asociada con coagulopatí as también podría jugar 
un papel importante, ya que experimentalmente se ha observado una muerte rápida en 
ratones (moculados por vía intravenosa), en los cuales se produjo efecto hemorrágico 
generalizado con coagulación intravascular masiva (principalmente en los vasos 
sanguíneos pulmonares) (Loría el al, 2003) En estudios similares se observó también 
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hemorragia profusa en los pulmones de los ratones (Franceschi el al, 2000) Por otro 
lado, al inocular ratones por la vía intraperitoneal se observó hemorragia peritoneal 
prominente lo cual sugiere fuertemente que la exudación y la hemorragia conducen al 
colapso cardiovascular y a la letalidad (Rucavado el al, 2004) 
Además, algunas evidencias experimentales sugieren que el shock cardiovascular 
también puede estar asociada con toxicidad miocárdica, pues en estudios con otras 
especies de Bothrops se ha observado que el veneno ocasiona focos limitados de necrosis 
coagulativa en el músculo cardiaco (Chaves el al, 1989), reducción de la frecuencia 
cardíaca y un efecto motrópico negativo en el corazón (sapo un sutu y corazón de rana un 
vutro) (Morales el al, 1976) Otros autores indican la probabilidad de que PLA2s 
rmotóxicos y sus homólogos, sean citotóxicos para las células del miocardio (Gutiérrez y 
Lomonte, 1997) y que se necesitan más estudios para evaluar la cardiotoxicidad y su 
relación con las manifestaciones sistémicas en el envenenamiento experimenta¡ por 
veneno de B asper 
La hemorragia del Sistema Nervioso Central, constituye una de las complicaciones 
sistémicas más graves de estos envenenamientos Puede ser mtracerebral, 
miraventncular, intramedular (hematomieha), subaracnoidea, cerebelosa, subdural o 
epidural, como se ha descrito también para el veneno de otras especies Los síntomas 
clínicos dependen de la locali7'ión de la hemorragia, pueden ser tan diversas como 
focalización (parálisis) y signos de déficit sensibles, convulsiones, hipertensión 
iniracraneal, pérdida de conciencia y signos de irritación meníngea (Otero el al, 2009) 
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La ~ciencia renal aguda es una de las complicaciones más criticas en 
envenenamientos por mordeduras B asper (Gutiérrez, 1995; Otero el al, 2002) En las 
investigaciones patológicas de los casos mortales en humanos, se observó. 
glomerulonefritis aguda, necrosis tubular aguda o necrosis cortical y nefrosis nefrona 
dista.! (Mekbel y Céspedes, 1963, Vargas - Baldares, 1978, Soe eta!, 1990) 
Las observaciones realizadas con otros venenos de Bothrops sugieren que el daño renal 
puede tener una patogénesis multifactonal que se podría exphcar mediante los siguientes 
mecanismos daño secundario a las alteraciones cardiovasculares que conducen a la 
hipoperfusión renal e isquemia, el efecto de depósitos de fibrma en capilares 
glomerulares, es decir, el desarrollo de una rnicroangiopatía trombótica, el efecto directo 
de algunos componentes del veneno, como PLA2s probablemente citotóxicos y sus 
homólogos PLA2 (Gutiérrez el al, 2009), otro factor que puede relacionarse con la 
nefrotoxicidad es la mioglobma liberada desde el musculo lesionado (rabdomiólisis), la 
cual es tóxica para el riñón Falta mucho por investigar sobre la patogénesis de la lesión 
renal experimental inducida por veneno de B asper y sus toxinas purtficadas 
Además, hay muchos factores que influyen en el mecanismo mediante el cual el veneno 
ocasiona letalidad, por ejemplo, la vía de inoculación y la edad de los ejemplares de los 
cuales se extrajo el veneno (Gutiérrez el al, 2009) 
2.4 Aspectos Clínicos del Envenenamiento 
Las características clínicas del envenenamiento por B asper son similares en América 
Central y Suramérica. Incluye edema (95% de los casos), el signo clásico del 
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envenenamiento local boibrópico, el cual se detecta dentro de los primeros 5 minutos de 
la mordida, hemorragia local (34%), evidente como sangrado o equimosis durante los 
primeros 5 a 30 minutos, ampollas (121/1o), dermonecrosis y mionecrosis (101/11), la cual 
aparece a las 6 u 8 horas luego de la mordida (Otero-Patiño, 2009). 
La desfibnnogenación (60-701/G) es el clásico signo de envenenamiento sistémico, el cual 
usualmente aparece dentro de los 30-60 minutos En raros casos, pacientes que reciben 
antiveneno dentro de los 30-45 minutos después de la mordida, con coagulación 
sanguínea normal en el momento de la admisión, se ha observado que pueden presentar 
mcoagulabihdad luego de 6 horas o después de iniciar tratamiento específico 
La trombocitopenia (15-30% de los casos) e hipotensión (10-14%) se han observado 
también, así como sangrado sistémico (principalmente gingival y hematuria, 25-30% de 
los casos, o a través de hendas recientes) Tal como se ha descnto para mordidas por 
vanas especies de Bothrops, se han observado otras manifestaciones hemorrágicas 
sistémicas incluyendo vaginal, rectal, a través de los sitios donde se dio la punción 
venosa o sangrado del sistema nervioso central, epistaxis y hemoptisis Las 
manifestaciones sistémicas ocurren con frecuencia en estos envenenamientos y son 
causantes de letahdad. 
En pacientes embarazadas, puede ocasionar envenenamiento fetal y complicaciones como 
aborto, muerte fetal y desprendimiento prematuro de placenta. Sin embargo, hay informes 
de pacientes que han terminado el embarazo en buen estado y sin complicaciones después 
de mordeduras por B asper (Otero et al, 2009) 
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2.4.1 Grados de severidad del envenenamiento 
Según las manifestaciones y signos que presente el paciente, se puede clasificar el 
envenenamiento en los siguientes grados 
. No envenenamiento Signos locales dolor ligero, edema despreciable, 
hemorragia, signos vitales normales y coagulación sanguínea normal 
• Envenenamiento leve Signos locales hinchazón que involucra uno o dos 
segmentos de la extremidad mordida (ejemplo pie y pierna), la circunferencia de 
la extremidad sufre un incremento menor que 4 cm, equimosis, ausencia de 
sangrado o sangrado escaso en el lugar de la mordida, no hay necrosis Signos 
sisténucos incoagulación o coagulación normal, no hay sangrados sistémicos m 
alteraciones hemodinámicas 
• Envenenamiento moderado Signos locales hinchazón incluyendo dos o tres 
segmentos de la extremidad mordida (ejemplo pie, pierna y muslo), incremento 
en la circunferencia de la extremidad en más de 4 cm,, sangrado local, no hay 
necrosis local, ampollas en pocos casos Signos sistémicos incoagulación de la 
sangre, sangrado sistémico (encías, hematuria, heridas recientes, etc) no hay 
alteraciones hemodinámicas, no hay falla renal, hipotensión moderada 
• Envenenamiento severo: Signos locales, hinchazón que se extiende más allá de 
la extremidad mordida (hasta el tronco), ampollas, sangrado local, necrosis o 
síndrome compartimental Signos sistémicos incoagulación de la sangre, 
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sangrado sistmico múltiple, coagulación mtravascular diseminada, falla renal, 
hemorragia cerebral y falla multisistémica (Otero-Patiño, 2009) 
Sin embargo, el grado clínico descrito es considerado de validez temporal al momento de 
la admisión porque el envenenamiento es un proceso dinámico que usualmente progresa 
en el 10-15% de los casos luego de administrar la terapia con antivenenos (Otero—Pattfto, 
2009) 
Además, diversos estudios han demostrado que las concentraciones de veneno sénco son 
mayores en pacientes con envenenamiento severo (-128 a 192 ng veneno/mL) que en 
pacientes con envenenamiento moderado (-39 a 142 ng veneno/mL) o envenenamiento 
leve (--8 to 15 ng veneno/nL) (Otero-Patiño, 2009) 
Las consecuencias del envenenamiento van más allá de los efectos mmediatos, ya que 
puede producir secuelas graves e incluso perdida de los miembros o extremidades 
situación que se atribuye a complicaciones generadas por los rápidos efectos de los 
venenos y por la tardía iniciación del tratamiento especifico (Otero el al, 2002) 
La muerte puede evitarse cuando el paciente recibe terapia antiveneno adecuada dentro 
de las dos primeras horas luego de la mordida, por otro lado, casi lodos los casos 
ternunan en muerte o en secuelas las cuales están asociadas con el tratamiento específico 
en un periodo mayor de dos horas después de la mordida. La atención médica más allá de 
este intervalo de tiempo es un factor crítico para desarrollar falla renal aguda y 
hemorragia en el sistema nervioso central y está también asociado con un riesgo 
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incrementado de desarrollar síndrome compartimental, necrosis local y otras secuelas 
(Otero-Patiño, 2009) 
2.4.2 Factores que influyen en la severidad del envenenamiento 
La severidad de estos envenenamientos es muy variable y su evaluación es un elemento 
fundamental en el diseño de un adecuado tratamiento. Algunas variantes se relacionan 
con el paciente mientras que otras condiciones del envenenamiento están vinculadas a la 
serpiente agresora. 
Entre los factores que afectan están el peso, la taita y el estado fisiológico general de la 
persona mordida; por ejemplo, mordeduras en niños tienden a comphcarse con 
frecuencia, en parte debido al reducido volumen de distribución que le permite al veneno 
actuar con mayor rapidez a nivel sistémico 
La severidad del envenenamiento va a depender también del sitio anatómico de la 
mordedura, accidentes en cabeza y tronco tienden a ser más severos que mordeduras en 
las extremidades (Gutiérrez el al, 2006) 
Además, están aquellos factores relacionados con la serpiente que ocasionó el accidente, 
tales como tamaño y edad del ejemplar, y área geográfica de procedencia. 
Con respecto a la serpiente agresora, un factor importante es la cantidad de veneno 
inoculado, en este sentido la B asper (equis, terciopelo o barba amarilla) generalmente 
inocula mayores volúmenes de veneno que las otras especies, provocando por lo tanto 
accidentes de mayor riesgo (Otero, 2009) Incluso se ha observado que existen 
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diferencias en el rendimiento de veneno entre especímenes de diferentes sexos, donde las 
hembras producen mayores cantidades de veneno con respecto a los machos (Otero el al, 
2009), lo cual puede influir en la presentación clínica y severidad del envenenamiento 
Las variaciones ontogénicas en La composición del veneno tienen implicaciones en las 
manifestaciones clínicas del envenenamiento. Se ha observado que el veneno de los 
ejemplares adultos (longitud mayor a un metro) constituye un mayor riesgo de presentar 
envenenamiento severo con dermonecrosis y mioneérosis, debido a un mayor contenido 
de fosfolipasas A2 (Otero, 2009) Por otro lado, los especímenes juveniles y recién 
nacidos inducen mayor efecto letal, hemorrágico y desfibrinante a nivel experimental, y 
esto va de acuerdo con su alto contenido de metaloproteinais, por el contrario presentan 
una baja miotoxicidad con respecto a los ejemplares adultos (Alape-Girón el al, 2008, 
Gutiérrez ci al, 1980) También se han observado pacientes con falla renal aguda 
secundaria a necrosis aguda tubular ocasionadas por mordidas por especímenes juveniles 
(menor a 50 cm) (Otero el al, 2009) 
Así, las mordidas infligidas por especímenes juveniles tienden a inducir con frecuencia 
coagulopatías severas y sangrados con una cantidad de veneno relativamente menor en el 
plasma de estos pacientes, lo cual se ha demostrado por pruebas de ELISA (Otero el al, 
2009) 
También se han observado diferencias en los efectos, según la procedencia geográfica del 
espécimen los venenos de serpientes de la región del Caribe exhiben mayor efecto 
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procoagulante, hemorrágico y mionecrótico, mientras que el veneno de especímenes del 
Pacífico muestra una actividad proteolítica mayor (Atape-Girón el al, 2008) 
2.5 Tratamiento especifico con antiveneno 
La seroterapia continúa siendo el único tratamiento específico de tos envenenamientos 
ocasionados por mordeduras de serpientes desde su descubrimiento (Ott¿% el al., 2002) 
Comúnmente, se emplean antivenenos de origen animal (principalmente de caballo u 
oveja), procesados mediante diversas metodologías para producir tres tipos principales 
dependiendo de la naturaleza del principio activo partiendo del fraccionamiento del 
plasma de caballos hipermmunizados, se obtienen las IgG completas purificadas, pero la 
mayoría de los productores fabncan antivenenos constituidos por fragmentos F(ab')2, 
obtenidos mediante la digestión de la molécula de IgO con pepsina, en tanto, algunos 
fabricantes producen antivenenos constituidos por fragmentos Fab, obtenidos por 
digestión de lgG con papaína. 
La gran diversidad mmunoquízmca de los venenos de serpientes explica porque la 
eficacia de los antivenenos es generalmente restringida a un espectro biológico o 
geográfico determinado Por esta razón, las variaciones en la composición de los venenos 
deben tomarse en cuenta en la elaboración de antivenenos, en especial dentro de la 
selección de especímenes para su producción (Gutiérrez el al., 20 10) 
Investigaciones clínicas han establecido que los antivenenos son altamente efectivos para 
neutralizar las toxinas responsables de los efectos sistémicos Por el contrario, los 
antivenenos no son efectivos en la neutralización de efectos locales, y esto se debe a que 
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la acción de los venenos a mvel local es extremadamente rápida, lo cual d.ificulta a los 
anticuerpos alcanzar el área afectada antes de que ocurran daños irreversibles (Gutiérrez 
el al, 2006, Lomonte el al, 1994, Lomonte el al., 2009) 
Por otra parte, las investigaciones han demostrado que un retraso de dos horas o más en la 
aplicación del antiveneno resulta en la muerte o en el desarrollo de secuelas en casi todos 
los casos Entre los factores que ocasionan retrasos en la aplicación de tratamiento 
adecuado están la escasez de antivenenos en áreas rurales apartadas, el dificil acceso de 
estos pacientes a los servicios de salud y la aplicación de procedimientos tradicionales 
como plantas, productos químicos, métodos fisicos, oraciones, u otros (Otero, 2007) 
En América Central, el suero antiofidico polivalente del Instituto Clodomuo Picádo se ha 
utilizado con éxito desde 1970 para el tratamiento de envenenamientos por B asper y 
otras especies de vipéridos en esta región (Gutiérrez eta!, 1995) 
2.6 Estudios de caracterización de venenos vipéridos de importancia médica en 
América Latina 
Hay muchas especies de serpientes venenosas, que se clasifican en las familias 
Colubr,dae, Aixactaspididae, Elapidae y Viperidae 
En la región de centro y sur Aménca, la familia Vipendae es la más importante desde el 
punto de vista de la salud pública, no sólo por la toxicidad del veneno, sino por la alta 
incidencia de mordeduras 
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Dentro de esta familia, el género Bothrops (subfamiha Crotalmae de Viperidae) es el más 
relevante, comprende aproximadamente 35 especies, las cuales están ampliamente 
distribuidas en zonas tropicales de Aménca Latina, desde el noreste de México hasta 
Argentina, además de las islas del Caribe Las especies de este género son responsables 
de la gran mayoría de las mordeduras en esta región, siendo las especies más importantes 
B asper (América central y el norte de América del Sur), B alrox (tierras bajas tropicales 
del norte de América del Sur al este de los Andes) y B jararaca (sur de Brasil, Paraguay 
y norte de Argentina) (Alape-Girón el al, 2008) 
En la década de 1960, Jesús María Jiménez-Porras, profesor de Bioquímica de la Facultad 
de Medicina de la Universidad de Costa Rica, realizó una investigación innovadora en la 
caracterización bioquímica de los venenos de serpiente, incluyendo a B asper, que más 
tarde, fue clasificada como B atrox (Jiménez - Porras, 1964) Estos estudios dieron a 
conocer un patrón de variación geográfica e individual en el veneno de esta especie 
(Gutiérrez, 2009) En la actualidad, estas variaciones han sido ampliamente confirmadas 
a través de estudios de proteónuca y venómica (Alape-Girón el al, 2008) 
Estos hallazgos han hecho necesario que se realicen investigaciones para caracterizar los 
venenos de diferente procedencia geográfica a pesar de pertenecer a la misma especie 
En cuanto a B asper, tenemos referencias de estudios realizados con venenos 
procedentes de Costa Rica, Guatemala, México, Perú, Honduras y Colombia. En Panamá, 
se ha realizado la caracterización de venenos de regiones puntuales por Martínez (1983) y 
Quintero (2007) 
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En el Cuadro N° 3 se presenta un resumen de las principales actividades tóxicas 
encontradas en venenos de B asper y  8 atrox procedentes de diferentes regiones de 
Latinoaménca. 
Cuadro N°3. ACTIVIDADES TÓXICAS ENCONTRADAS EN VENENOS DE SERPIENTES DEL GÉNERO BOTHROPS 
PROCEDENTES DE DIFERENTES REGIONES DE LATINOAMÉRICA 
País y Región de 
Procedencia Especie 
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Referencias 
o. 
Panamá 
(M~-ChinqulyCorozal-Panamá) B asper 3 58 25 a 1 1 1 Martfnez (1983) 
Panamá (Rión no especificado)B asper 324 6 3±3 6 * 10±0 1 1±0 1 3 5±005 * 
25 	 'Saraviaeial 
Quintero eral (2007) 
(2001) Guatemala B asper 334 11±3 * 13±3 1±01 * * 3 9±0 08 7 6±0 01 
Honduras 8 asper 3 76 6 * * 2 1 1 * * Rojas eta! (1987) 
Costa Rica B asper 3 59 1 5±0 01 6614±981 * * * 0 32±0 02 3 0±0 5 Segura eta! (2010) 
Costa Rica (Caribe) B asper 3 9410 17 2 5 * * 12 76±5 a * Gutiérrez el a! (2009), 
Lomorite(1983) Costa Rica (Pacifico) 8 asper 3 82±0 17 1 5 * a a 14 87±5 * • 
Colombia 8 atro.x 447 1 4±042 971±437 * a * - * 0 82±0 0 • 2 2±0 01 Segura el al (2010) 
Colombia 8 arras 389 16+06 S 0 1 * O O • i 1±03 
Pereafiez eta! (2008), 
Núñez etal (2004) 
Colombia (Urabá) B otras 342 1 7±06 758+224 * 2 1±08 66±2 * 60 ± 0 8 1 7±03 Otero eta! (1992) 
Colombia (Magdalena Medio) B aIras 326 1 7±0 5 1029±129 * 2 3+09 73±8 90± 16 1 9*0 3 Otero el 01(1992) 
Colombia (Bajo Cauca) $ atro.x 363 4 3±06 1256±54 • 1 3±05 ' 69±5 * 49 ± 0! 1 9±0 1 Otero eta! (1992) 
Colombia (Costa Pacífica) 8 airar 305 3 3±0 7 1198±57 • 0 5±04 • 55±6 3.2 ±0 3 1 6±03 Otero eta! (1992) 
Colombia (Chocó y Antioquia) B asper 3 48±1 1 16±06 713±43 * 1 2±0 06 • 20 1 1±0 3 ptero eta! (2002) 
Perú B atrox 435 1 4±0 07 765± 303 0 8±005 • 1 7±04 Segura eta! (2010) 
México 	 8 asper 2 5±0 4 5 8±2 0 * * 0 * e 5 6±0 2 * )e Roodt eral (2005) 
D1,50: Dosis Letal SO, DHin: Dosis Hemorrágica Mínima, Actividad CK actividad de la enzima creatina quinasa en (UI/L) luego de tres horas de 
inoculación de 50jig de veneno (vía intramuscular en el gastronemio de ratones), DMrn: Dosis mionecrótica mínima, DEm: Dosis edematizante 
mínima, DCm: Dosis Coagulante Mínima, DPm: Dosis proteolítica mínima, DHem: Dosis Hemolítica Indirecta (Actividad Fosfohpasa A2), 
DDm: Dosis Desfibrrnante Mínima, 1:  no determinada, o se emplearon metodologías diferentes que no permiten comparar 
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CAPÍTULO III 
MATERIALES Y METODOS 
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31 Diseño metodotógico 
La caracterización bioquímica, farmacológica y toxicológica del veneno comprende 
pruebas in vivo e in vitro Se realizaron las técnicas básicas de caracterización de los 
venenos de serpientes, incluyendo la evaluación de efectos tisulares locales y sistémicos, 
así como el estudio mmunoquímico y la composición proteica del veneno 
Se siguieron los procedimientos experimentales empleados en el Programa de Ofidismo 
de la Universidad de Antioqula (Medellín, Colombia) y los del Instituto Clodomiro 
Picado de la Universidad de Costa Rica. 
Los resultados obtenidos servirán como base para ensayos posteriores en los cuales se 
determinará la eficacia de los antivenenos procedentes de diferentes países para 
neutralizar los efectos del veneno de .8 asper de Panamá. 
3.2 Tipo de investigación 
Este trabajo se considera una investigación dentro del área básica y exploratoria, ya que 
está orientado hacia la obtención de información preliminar sobre el perfil proteico, 
farmacológico y toxinológico del veneno de B asper de la República de Panamá. 
33 Técnicas e instrumentos para Recolección de datos 
3.3.1 Serpientes y veneno. El veneno de referencia de Panamá utilizado en este 
estudio fue una mezcla de los venenos extraídos manualmente a 78 ejemplares adultos de 
B asper (Figura N° 2), colectados en jornadas diurna y nocturna en cuatro regiones 
67 
geográficas de Panamá y mantenidos en el Serpentario de la Escuela de Biología de la 
Universidad de Panamá. No se colectaron serpientes en la región insular. 
Figura N° 2. Ejemplar de B. asper de Panamá. 
Las cuatro regiones geográficas fueron las siguientes Zona 1 (Bocas del Toro, Caribe de 
Veraguas, Guna Yala y Colón); Zona 2 (Chiriquí y Pacífico de Veraguas); Zona 3 (Los 
Santos, Herrera y Coclé) y Zona 4 (Panamá y Darién) (Figura N° 3). 
El veneno crudo se centrifugó por 15 minutos a 3000rpm, el sobrenadante se congeló a 
-20°C, se liofilizó y se almacenó a -40°C hasta su uso. Para garanti7r la 
representatividad geográfica, se preparó una mezcla homogénea de 100 mg del veneno 
liofilizado de B. asper de cada una de las cuatro regiones. 
3.3.2 Ratones: Para los ensayos in vivo, se utilizaron ratones CD-1, 
proporcionados por el Bioterio de la Universidad de Panamá y se empleó un número 
mínimo de animales, siguiendo lo establecido en la declaración Universa] para el 
Bienestar de los Animales, de la World Socieiy of Protection of Animais (2003) y  la Guía 
C jribbvati S.aa 
NORT/I PACIFIC OCEAN 
Panama 
 • 
LEYENDA 
Zona 1: Bocas del 	 Zona 2: Chiriquí 	
• 
 Zona 3: Los 	 Zona 4: Panamá y 
Toro, Caribe de 	 y Pacífico de 	 Santos. Herrera 	 Darién 
Veraguas. Colón y 
	
Veraguas 	 y Coclé 
GunaYala 
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para el cuidado, ética y uso de animales de laboratorio, publicado por el National Health 
Institute (1996). Además, se tomaron medidas como la administración de anestésicos para 
evitar el dolor y el estrés a los animales, siempre y cuando no se afectaran los resultados 
de los ensayos. 
Figura N° 3. Zonas de distribución según procedencia geográfica de las serpientes 
uti1i72dS en este estudio 
A continuación se presenta la metodología usada para evaluar los efectos bioquímicos, 
farmacológicos y toxicológicos del veneno. 
3.4 Efectos bioquímicos, farmacológicos y toxicológicos del veneno 
3.4.1 Hemorragia. Se utilizaron grupos de cuatro ratones de 18-20 g de peso por 
M- 
nivel de dosis, a los que se les administró por vía i.d. en el área abdominal, varias dosis 
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de veneno (10- 16 0 tg) contenidas en un volumen de 100 .tL de solución salina en 
amortiguador de fosfatos (PBS), pH 7.2 El grupo control recibió un volumen equivalente 
de PBS Dos horas después se sacrificaron los animales con inhalación de sevoflurano 
(Sevorane®) y se midió el área de hemorragia en la piel La Dosis Hemorrágica Mínima 
(DHm) fue la dosis de veneno que indujo un área de hemorragia de 10 mm de diámetro 
en 2 horas, siguiendo el método de Kondo (1960), modificado por Gutiérrez ci al, 
(1985) 
3.4.2 Miotoxicidad. Se emplearon grupos de cuatro ratones de 18-20 g de peso, 
inoculados por vía i.m, en el gastronenllo derecho con 25 650 lig de veneno de B asper 
en 100 pL de PBS El grupo control recibió el mismo volumen de PBS por la misma vía. 
Tres horas después, los ratones fueron anestesiados con sevoflurano (Sevorane®) y con 
capilares heparinizados se extrajeron muestras de sangre del plexo venoso penorbitario 
para determinar en plasma la actividad de la enzima creatina cmasa (CK), usando el kit 
comercial CK NAC liquiUV® de la marca Human Se deterniinó la Dosis Miotóxica 
Mínima (DMm), como la dosis de veneno que induce un incremento de cuatro veces en la 
actividad de CK plasmática,, comparada con el grupo control (Gutiérrez el al, 1980) 
3.4.3 Edema. Se trabajó con grupos de cuatro ratones de 18-20 g de peso, los cuales 
fueron inoculados por vía s c en la almohadilla plantar derecha, con diferentes dosis de 
veneno (0031-1 0 pg) dilwdos en un volumen de 5 pL de PBS Como control, en la 
almohadilla plantar izquierda de cada ratón se inyectó 5 pL de PBS En la primera hora 
posterior a la inoculación, se midió el aumento del volumen (edema) de la pata derecha y 
de la pata izquierda (control), empleando un pletismómetro digital LE 7500 de PanLAb 
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Harvard Apparatus. Este procedimiento se repitió cada hora durante un lapso de tiempo 
de tres horas, con el fin de evaluar la evolución del edema y así determinar el período 
óptimo en el cual se alcanzaría la lmeahdad en la relación dosis respuesta. Se determiné 
la Dosis Edematizante Mínima (DEm), que es la dosis de veneno que ocasioné un 30% 
de edema (incremento del volumen de la pata), a las tres horas, siguiendo el método de 
Yamakawa eta! (1976), modificado por Chaves el al (1995) 
3.4.4 Letalidad. Se usaron grupos de cinco ratones cada uno, con peso de 
18-20 g Los ratones fueron inyectados, por vía i p con diferentes dosis de veneno, en un 
volumen de 500 jiL de PBS Se registré el número de ratones muertos en 48 horas y se 
obtuvo la Dosis Letal 50 (DL50) mediante el método de Spearman-Karber (Wi-lO, 1981), 
usando el programa informático Toxicalc proporcionado por el Instituto Clodomiro 
Picado 
3.4.5 Efecto Coagulante. A tubos que contenían 200 iLL de plasma humano 
citratado libre de plaquetas (proporcionado por la Sección de Hematología del 
C H D A AM de la Caja del Seguro Social), incubados a 37°C, se agregaron 100 jiL de 
PBS con cantidades diferentes de veneno (0 16-1 8 pg) Se registró el tiempo de 
coagulación (en segundos) La Dosis Coagulante Mínima (DCm) fue la dosis de veneno 
que induce la coagulación del plasma en 60 segundos (Gené el al, 1989) 
3.4.6 Efecto Desfibrinante. Se emplearon grupos de cuatro ratones cada uno, con 
peso de 18-20 g Los ratones fueron inyectados en la vena caudal, con dosis diferentes de 
veneno (0.625-200 tg), en un volumen de 50 pL de PBS Una hora después, los ratones 
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fueron anestesiados mediante ~ación de sevoflurano (Sevorane®), para obtener 
muestras de sangre total (de] corazón), las cuales se mantuvieron a temperatura ambiente 
durante una hora. La Dosis Desfibrmante MínImfl (DDm) fue la dosis mínima de veneno 
que indujo mcoagulabilidad total en todos los tubos en una hora (Theakston R. y Reid II, 
1983, Gené es al, 1989) 
3.4.7 ProteóLisis. Se determinó la actividad proteolítica del veneno en 2 mL de 
caseína al 1%, disuelta en amortiguador de fosfatos (pH 80) Se incubaron con 10 mL de 
PBS conteniendo dosis variables de veneno (1 0-2 07 mg) a 37°C durante 30 minutos La 
reacción se detuvo agregando 40 mL de ácido tncloroacético al 5%, se dejó en reposo 
durante 5 minutos, se ceninfugó a 3000 rpm durante 10 minutos y se leyó la absorbancia 
del sobrenadante a 280 nm contra el blanco de reactivos Se determiné la Dosis 
Proteolftica Mínima (DPm) como la dosis de veneno que produjo un cambio de 
absorbancia de 0.5 a 280 nm (Lomonte y Gutiérrez, 1983). También se puede expresar 
como actividad proteolitica en Unidades/mg, dividiendo el cambio de absorbancia en 
30 mm (280nm) entre los mg de veneno presentes en el tubo y multiplicando por 100 
(Otero eta!, 1992) 
3.4.8 Hemólisis Indirecta (Actividad de fosfolipasa A2). Para determinar la 
actividad de fosfolipasa A2 se preparó una placa en la cual por cada 25 mL de agarosa 
(0 8% en PBS), se añadieron 250 jiL de CaCl2 (0 01 M), 300 jiL de suspensión de yema 
de huevo (1 4 en PBS) y 300 tL de eritrocitos humanos lavados A la placa se le hicieron 
pozos de 3mm de diámetro en los cuales se aplicaron 15 jiL de soluciones con 
concentraciones crecientes de veneno (1 2 -30 0 j.tg) Luego, se incubaron las placas por 
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20 horas a 37°C y  se midió el diámetro de los halos hemolíticos La Dosis Hemolítica 
Mínuiia (DFLLm) fue la dosis de veneno que indujo un halo de hemólisis de 20 mm en 
20 horas (Gutiérrez eial, 1988, Otero et al, 1992) 
35 Caracterización proteica e inmunoquíniica del veneno 
3.5.1 Cuantificación de proteínas. El contemdo proteico del veneno se estimó 
usando el método de Bradford modificado por Spector (1978) Para construir la curva 
patrón se prepararon diluciones senadas de albúmina sérica bovina (BSA) en agua 
desioplza(1a1  a partir de 100 ig/100 pL hasta 1.56 pgIlOO pl usando un factor de dilución 
igual a 2. Para la reacción de mezclaron 100 pL de cada dilución de BSA junto con 
3,0 niL del reactivo de Bradford 
La muestra se preparó suspendiendo 2 mg del veneno liofilizado en 2 mL de agua 
desiomzada. Para la reacción se usaron 100 uL de esta solución de veneno más 3,0 mL 
del reactivo de Bradford La absorbancia se determinó a 595 nm en un espectrofotómetro 
UV-1603 marca Shimadzu 
3.5.2 Electrofores.s SDS-PAGE del veneno de B. asper de Panamá y sus cuatro 
zonas. Se realizó la eleciroforesis en minigeles verticales de poliacnlamida al 15%, en 
presencia de dodecilsulfato de sodio (SDSPAGE) (Laemmli, 1970). Para la corrida, se 
utilizaron 15 lig de veneno equivalente a 1125 pg de proteína en condiciones reductoras 
con -mercaptoetano1 y se aplicaron 150 V durante 70 minutos, en una cámara Mini-
Protean U de la marca Bio Rad® (Richmond, CA, USA) Se corrió la electroforesis del 
veneno de referencia (combinación) y los venenos de las diferentes zonas, utilizando en 
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paralelo un marcador de masa molecular (Bio Rad-catalogo N°161-0304) Una vez 
revelados los geles, se tomaron fotograflas y se realizó la densitometra usando el 
programa My image analysis® (Thermo Scientific) 
3.5.3 Electroforesis SDS-PAGE de los venenos de B. asper de Panamá y Costa 
Rica. Se realizó la electroforesis (SDS-PAGE) comparativa siguiendo las condiciones 
descritas en el punto previo, utilizando venenos de referencia de B asper de Panamá y 
Costa Rica. 
3.5.4 Electroforesis SDS-PAGE comparativo con venenos de vipéridos de 
América Latina. Se realizó la electroforesis (SDS-PAGE) comparativa siguiendo las 
condiciones descritas, utilizando venenos de referencia de serpientes de importancia 
epidemiológica de otros países de Latinoamérica B jararaca (Brazil), B atrox 
(Colombia), B asper (Costa Rica) y B neuwsedj (Bolivia) La densitometrfa se realizó 
analizando las imágenes con el programa My image analysis® (Thermo scientific) 
3.5.5 Obtención del suero anti-& asper de Panamá. Para la obtención del suero 
anti-B asper de Panamá, se inmunizaron dos conejas New Zealand (2-3 Kg de peso) por 
vía s c con dosis variables de veneno, entre 250 y  1000 ug, en intervalos mensuales, 
empleando el adyuvante incompleto de Freund A los sesenta días, se separó el suero 
hipennmune a partir de la sangre de las conejas y fue sometido a cromatografla de 
afinidad para obtener IgG (específica y no específica). Las fracciones colectadas fueron 
dializadas frente a agua destilada, luego hoflk72ds y congeladas hasta su uso (Lomonte 
B, 2002). 
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3.5.5 Reactwidad inmunoquímica (Western blotting). 
El veneno de referencia de Panamá separado por SDS-PAGE (como se describió 
previamente) se transfirió a membranas de nitrocelulosa, mediante una cámara Mmi-
Transblot® de la marca Bio-Rad durante dos horas 
Como anticuerpo primario se emplearon antivenenos pohclonales producidos en 
diferentes regiones de Latinoaménca Argentina (Instituto Biológico Argentino S A ¡ C - 
Biol, Lote 1604), Brazil (Instituto Vital Brazil S A., lote 095106E), Colombia 
(Laboratorio Probiol S.A, Lote Ap3lOixlO), Costa Rica (Instituto Clodomiro Picado, 
lote 469111 OPOLQ) y Panamá (suero anti-B asper producido en conejas) 
Las membranas se incubaron a temperatura ambiente con los antivenenos 
correspondientes, en una dilución de 1.1000 (en solución de bloqueo) por tres horas 
Luego, se incubaron por dos horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario, 
el cual fue IgG de conejo anti IgG equina conjugada con peroxidasa, en una dilución de 
1 5000 o IgG de cabra anti IgG de conejo conjugada con peroxidasa (según el origen del 
primer anticuerpo) Posteriormente, se reveló la presencia de antígeno mediante reacción 
usando una solución de peróxido de hidrógeno en presencia de 4-Cloro-1-naftol y 
diaminobencidina. Se detuvo la reacción usando agua destilada en el momento que 
aparecieron las bandas 
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3.6 Análisis de los datos 
Los resultados se expresan como el promedio ± E E M (error estándar de La media), con 
la excepción de la letalidad, en la cual la vanabilidad se expresó con el limite de 
confianza de 95% 
El significado de las diferencias se estableció por t de student. Para comparar la 
intensidad de los efectos producidos por los venenos se comparó la media de la muestra 
presentada en este estudio con cada una de las muestras presentadas por otros autores, 
usando t de student. También se usó la comparación de medias para muestras 
independientes, al comparar la intensidad de los efectos ocasionados por el veneno de 
nuestro estudio Estos parámetros se evaluaron usando Excel, SPSS y Minitab 1 7® 
CAPÍTULO IV 
RESULTADOS Y DISCUSIONES 
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4.1 Consideraciones Experimentales 
Para cada uno de los parámetros evaluados, se realizaron ensayos previos con el fin de 
ajustar las dosis y obtener la mayor lmeahdad posible Además, para asegurar la 
reproducibilidad de los resultados, se realizaron al menos tres experimentos preliminares 
(n=3) en cada parámetro Sin embargo, como parte de este trabajo sólo se muestran los 
resultados obtenidos al usar las escalas de dosis óptimas ajustadas para este veneno y que 
fueron las que mejor cumplieron con los requisitos antes mencionados, por lo tanto, en 
algunos casos se presentan menos de tres ensayos (w2 ó n=1), sin que esto comprometa 
la reproducibihdad o precisión de los resultados obtenidos, especialmente para aquellos 
ensayos en los cuales es necesario seguir las normas de bioética que recomiendan el uso 
de un número mínimo de animales 
Otro aspecto de importancia para considerar en las discusiones de este trabajo es el hecho 
de haber utilizado, en algunos casos, la especie B atrox como referencia para comparar 
con venenos de otras regiones Esto se debe a la estrecha relación taxonómica que ha 
existido a lo largo de la historia entre estas dos especies, por ejemplo, 8 asper ha pasado 
de conocerse como Trzgonocephalus asper (1884), pasando por Boihrops atrox (1887), 
hasta que alrededor de 1920 algunos autores decidieron considerarla una subespecie de B 
atrox, denominándola con el trinomio Bolhrops asper atrox Luego cerca de La década del 
70, los autores acordaron llamarla Bolhrops asper, tal como se conoce en la actualidad 
Sin embargo, en muchas regiones estas comparten nombres vulgares en común debido a 
su gran parecido, lo cual provoca confusiones en muchos casos (Sasa el al, 2009) En 
cuanto a su distribución, B atrox se encuentra en las tierras bajas tropicales de 
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Sudamérica, al este de los Andes, incluyendo el sudeste y noreste de Colombia, el sur y el 
este de Venezuela, Guyana, Surinam,, Guyana Francesa, el este de Ecuador, el este de 
Perú, el norte de Bolivia y la mitad norte de Brasil Por otro lado, B asper se encuentra 
en las tierras bajas del Atlántico del este de México y América Central, incluyendo 
Guatemala, Belice, Honduras, Nicaragua,, Costa Rica y Panamá. En el norte de 
Sudamérica se encuentra en Colombia, Ecuador y Venezuela 
4.2 Efectos bioquímicos, farmacológicos y toxicológicos del veneno 
A pesar de la importancia de la serpiente B asper, en Panamá existen muy pocos estudios 
referentes a la toxicidad de su veneno, sólo Martínez (1983) y  Quintero (2007) han 
evaluado actividades tóxicas, empleando veneno de regiones puntuales de la geografia 
nacional 
En Panamá, hasta este momento, no se había preparado un veneno de referencia que 
incluyera un gran número de individuos colectados en vanas regiones, cubriendo la 
distribución geográfica completa y que pudiera ser considerado representativo de la 
población de serpientes, tal como se recomienda en el documento "WHO guidelines for 
the production, control and regulation of snake antivenom ¡nmunoglobulins"(20 10) 
El valor del veneno de referencia radica en que este constituye la mezcla antigémca 
específica para B asper de Panamá que debe emplearse en ensayos de capacidad 
neutralizante de antivenenos, para el desarrollo de antivenenos propios para ser 
empleados en Panamá, o en la evaluación de tratamientos alternos que puedan surgir para 
tratar el accidente ofidico ocasionado por serpientes nacionales (WHO, 2010) 
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede afirmar que el veneno de referencia de 
Panamá presenta un perfil toxinológico similar al de homólogos de otros paises, con 
algunas diferencias en la intensidad de los efectos. Los efectos locales ocasionados por la 
acción de este veneno incluyen edema, inionecrosis y hemorragia. A nivel sistémico, se 
observaron coagulopatías y desfibrinación. También se identificaron actividades 
hemolíticas y proteolíticas. 
Se realizaron ocho pruebas diferentes para caracterizar el veneno de referencia de B 
asper de Panamá. En el Cuadro N° 4 se presentan los valores encontrados para los 
diferentes efectos evaluados en cada una de estas pruebas 
Cuadro N° 4. ACTIVIDADES BIOQUÍMICAS, FARMACOLÓGICAS Y 
TOXICOLÓGICAS DEL VENENO DE B. ASPER DE PANAMÁ 
Efecto Evaluado 	 Resultado ± E.E.M. 
Actividad hemorrágica (DHm) 	 493±029 ixg 
Actividad miotóxica(DMm) 	 102 ±168j.tg 
Actividad edematizante (DEm) 	 032 ± 004 lig 
Actividad coagulante (DCm) 	 053±004 lig 
Actividad desfibrmante (DDm) 	 1 25 jig 
Actividad proteolítica (DPm) 	 1 39±0 1 mg 
Actividad de fosfolipasa A2 (DHhn) 	 2 93 ± 0 3 p.g 
Letalidad (DL50) 	 4 84 mgfKg (L C 3 98-5 88) 
Estos valores son de importancia en la toma de decisiones para el diseño de antivenenos, 
pues ofrecen un panorama sobre el grado de toxicidad del veneno, en comparación con 
sus homólogos del resto de países de Centro Aménca Sin embargo, es dificil hacer 
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comparaciones definitivas debido a variaciones en las condiciones experimentales de los 
diferentes laboratonos, lo cual podría afectar los resultados 
Otro de los logros alcanzados en este trabajo es la estandarización de las metodologías, 
necesarias para evaluaciones de las diferentes actividades enzunáticas y toxicológicas, 
indicadas por la OMS como pruebas de rutina para la caracterización de los lotes de 
venenos que serán empleados en la fabricación de los antivenenos, como requisito en el 
control de calidad y para garantizar la consistencia en su composición (WHO, 2010) 
Además de la determinación de la dosis de reto que se requiere en el ensayo de eficacia, 
necesario para la adquisición del registro sanitario y liberación de lotes de antivenenos, 
para su uso en la población 
4.2.1 Hemorragia 
El veneno de referencia de B asper de Panamá presentó efecto hemorrágico, el cual se 
hizo evidente por la aparición de halos hemorrágicos en la piel de los ratones inoculados 
Como muestra la Figura N° 4, el ratón control (al cual se le inoculó PBS) no presentó 
signos de hemorragia en la dermis, mientras que al aplicar aún dosis bajas de veneno (1 0 
jig) se observa extravasación Esta se manifiesta con la aparición del halo hemorrágico, 
consecuencia de la acción de toxinas conocidas como hemorraginas (en especial SVMPs 
del tipo P-ll1) que debilitan y lesionan las paredes de los vasos capilares 
	  •ui  
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Figura N° 4. Piel de ratón presentando áreas hemorrágicas ocasionadas por diferentes 
dosis de veneno de referencia de B. asper de Panamá, comparadas con el ratón control 
Para determinar la DHrn (Dosis hemorrágica mínima) se requirió medir el área de 
hemorragia que se produjo en la epidermis de los ratones, luego de inocular el veneno. El 
experimento se realizó por duplicado (n2), usando seis ratones por cada dosis ensayada. 
En el Cuadro N° 5 se observan las medidas del diámetro promedio del halo hemorrágico 
observado en cada dosis. 
Cuadro N°5. DIÁMETRO DEL ÁREA DE HEMORRAGIA EN LA EPIDERMIS 
DE RATÓN OCASIONADA POR LA ADMINISTRACIÓN INFRADÉRMICA DE 
VENENO DE B. ASFER DE PANAMÁ 
DOSIS 
(ig/1OO1L) 
DIÁMETRO (mm) 
Experimento 	 Experimento 
N°1 	 N°2 
1.219 1.13 
1.33 1.457 1.60 
3.99 8.045 8.15 
5.3 13.420 10.84 
7.06 14.833 12.99 
DHm 4.64 5.22 
Tal como se muestra en el Cuadro N° 5, se observó una correlación dosis-respuesta al 
usar dosis de veneno entre 1.0 y  7.06 ig/l 00 p.L. En la figura N° 4 también puede 
observarse el aumento de la dimensión del área hemorrágica y la intensidad de la 
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coloración, lo cual se relaciona, en este caso, con un mayor grado de extravasación, 
mayor daño en los capilares y, por lo tanto, mayor intensidad del efecto hemorrágico 
Al observar la curva dosis respuesta (Figura N° 5), se hace evidente la relación ¡mea¡ 
98) entre la dimensión del área hemorrágica en la epidermis de ratón, con respecto 
a las dosis empleadas 
Figura N° S. Diámetro del área de Hemorragia en la epidermis de ratón versus Dosis de 
veneno de B asper inoculado 
La DHm obtenida para el veneno de Panamá fue de 4.93 ± 0.29 ig. Al comparar este 
valor con las DHm que se han obtenido para los venenos de regiones de Latmoaménca 
(Cuadro N°3, página 63) como Costa Rica (Dllm= 1 5±001 j.tg), Colombia (DHm= 16 
± 0.6 ig) y Perú (DHm= 14 ± 007 jig), se infiere que el veneno de Panamá es menos 
hemorrágico, pues presenta una DHm significativamente mayor (p<O 05) Esto quiere 
decir que se requiere una mayor dosis del veneno de referencia de Panamá para inducir la 
misma magnitud del efecto Sin embargo, el veneno de referencia de Panamá es 
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significativamente mas hemorrágico que los venenos procedentes de Honduras (DHm= 6 
ig) y Guatemala (DHm= 11 ± 3 .tg) (p<O 05) El veneno de Panamá resultó ser tan 
hemorrágico como el de México (DHm= 5 8±2.0 ig) (p>O  05) 
Los venenos de regiones puntuales de Panamá, estudiados por Martínez (1983) y  por 
Quintero (2007), con valores de DHm= 2 5 jig y DHm= 63 ± 3 6 p.g, respectivamente, 
son diferentes a la DHm encontrada para el veneno de referencia de Panamá (p<0 05) 
Esto podría atribuirse a las diferencias en la composición (en este caso contenido de 
SVMIPs P-llI) que presentan los venenos según la región de la cual proceden Se debe 
tomar en cuenta el hecho de que el veneno de referencia contiene venenos de serpientes 
de todas las regiones de Panamá, incluyendo los venenos estudiados por ambos autores, 
los cuales al combinarse pueden presentar un valor diferente mterrnedio para la DHm tal 
como se encontró en este trabajo Dichas diferencias en los valores de DHm también 
pueden deberse a variaciones en ¡a forma de ejecutar el experimento, tamaño de ratones u 
otros aspectos metodológicos 
Las variaciones en los valores de DI-hm encontradas para estos venenos permiten ver la 
importancia de la realización de estudios comparativos con los cuales se valoren 
detalladamente las diferencias, no sólo en la magnitud del efecto hemorrágico, sino en la 
composición de los venenos de B asper procedentes de diversas regiones geográficas de 
nuestro país 
Las diferencias encontradas entre los valores de las DHm para venenos de diferentes 
países podrían explicarse por las variaciones en las concentraciones de meta1oprotein's 
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P-Ill presentes en ellos Por ejemplo, el veneno de referencia de Panamá (DHm de 4 93 ± 
0 29) contiene, aproximadamente, 15% de las metaloproteinasas P-[II, determinado 
mediante análisis densitométrico basado en electroforesis SDS PAGE (resultados de este 
estudio), mientras que el vene99 d Rica, presenta un 20% de dichas 
metaloproteinasas (resultados de este estudio) y una DHm de 1 5 ± 001 .Lg Estos datos 
concuerdan con las variaciones en las DHm presentadas para dichos venenos, pues el 
veneno de Costa Rica que resultó ser el más rico en metaloprotemasas P-Ill, ocasiona el 
mismo efecto con una dosis menor de veneno 
En cuanto al contenido de metaloproteinasas P-IH del veneno de Costa Rica, estudios de 
proteóniica realizados por Alape-Girón (2008) reflejaron un contenido de 
metaloproteinasas P-ffl de, aproximadamente, 40% Esta diferencia, con respecto a 
nuestro resultado, probablemente se debe a que dicha determinación se realizó mediante 
cromatografla líquida de alto desempeño (HPLC), la cual permite obtener una mejor 
resolución de las diferentes bandas proteicas, determinación adecuada de pesos 
moleculares y, sobre todo, de la proporción relativa de cada proteína presente en el 
veneno Por esta razón, se recomienda el desarrollo de estudios mediante esta técnica para 
obtener información más específica y confiable sobre la composición de los venenos de 
diferentes regiones de Panamá y permitir una mejor correlación con los efectos 
ocasionados por el veneno 
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4.2.2 Miotoxicidad 
La miotoxicidad es uno de los efectos más importantes de los venenos bothrópicos; es 
responsable de la pérdida de segmentos corporales y de masa muscular en estos 
accidentes (Otero el al., 1992). El procedimiento para evaluar la actividad miotóxica se 
basó en la determirnwión de la actividad CK, la cual se muestra en la Figura N° 6. 
Figura N° 6. Procedimiento para la evaluación de la miotoxicidad ocasionada por el 
veneno de B. asper en ratones. A) Inoculación intramuscular de veneno en el gastronemio 
del ratón. 13) Muestra de plasma microcentrifugado. C) Plasma listo para la determinación 
de la actividad de la enzima CK. 
Como resultado de este ensayo, se encontró un incremento notable en la actividad CK en 
el plasma de ratones inoculados por vía intramuscular con el veneno de referencia de 
Panamá, con respecto a Los ratones controles. Esto hace evidente el efecto xniotóxico de 
este veneno. En el Cuadro N° 6 se presentan los valores de CK plasmática determinada 
para los ratones controles y para los ratones inoculados con 25 y  50 pig de veneno. Se 
realizó un experimento (n=l) empleando cuatro animales en cada dosis. 
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Cuadro N° 6. ACTIVIDAD DE CK PLASMÁTICA (UIL) LUEGO DE TRES 
HORAS DE INOCULACIÓN CON VENENO DE B. ASPER DE PANAMÁ POR 
VÍA INTRAMUSCULAR EN EL GASTRONEMIO DE RATONES. 
Ratón 
Actividad CK sérica (U/L) 
Control 25 p.ig de veneno 	 50 p.tg de veneno (PBS) 
1 798.7 3918.0 8281.2 
2 742.0 5105.2 13297.4 
3 534.0 7420.4 9705.9 
4 326.5 4066.4 9498.1 
Actividad CK 
(promedio ± E.E.M.) 600.4± 186.3 5127.5 ± 1400.6 10195.7±1871.7 
Se observa que la actividad CK aumentó con la dosis de veneno aplicada. La intensidad 
de la actividad miotóxica se puede expresar de diferentes formas; algunos autores utilizan 
la Dosis Miotóxica Mínima (DMm), que es la cantidad de veneno necesaria para 
aumentar cuatro veces la actividad plasmática de CK con respecto al control. Esta se 
obtiene determinando la cantidad de veneno que ocasiona dicho aumento en la actividad 
CK plasmática, mediante interpolación. Otros autores expresan la intensidad de la 
miotoxicidad usando el valor de la actividad de CK plasmática medida luego de tres 
horas de la inoculación de 50 gg de veneno por vía intramuscular en el gastronemio. 
En este trabajo se determinó la Dosis Miotóxica Mínima (DMm), la cual fue de 10.2 +-
1.68  ig. Se encontró una buena correlación dosis-respuesta, pues la actividad enzimática 
CK aumentó proporcionalmente con las dosis de veneno empleadas. Esto se puede 
observar en la Figura N°7. 
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Actividad CK sérica vs Dosis de veneno inoculado 
Figura N°7. Actividad CK en plasma de ratón según la dosis de veneno de B asper de 
Panamá (inoculada por vía mtramuscular) 
Al comparar los valores de DMm, se encontró para el veneno de referencia de Panamá 
una Dosis Miotóxica Mínima DMm=10 2 ± 168 tg, el cual es similar al determinado por 
Quintero (2007) (p>O 05), quien obtuvo una DMm=10 ± 1 ILg para el veneno de B asper 
de Panamá procedente de ubicación no espcíficada. Además, estos valores son cercanos 
al encontrado para el veneno de Guatemala por Saravia el al (2001), el cual encontró una 
DMmde 13±3pg 
En las publicaciones para venenos de otras regiones se expresa el efecto miotóxico como 
la actividad CK plasmática al inocular 50 jig En nuestro caso, la actividad CK 
encontrada fue de 10195.7 ± 1817.7 UI/L, mientras que Martínez (1983) encontró una 
actividad de 11099 :E 1623 UI/L, al inocular 40 j.ig de veneno de B asper (de la región de 
Manaca en Chiriquí y Corozal en la provincia de Panamá) Estos valores son altos si se 
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compara con la actividad CK expresada por los autores que hacen referencia a venenos de 
otras regiones, tales como Costa Rica (actividad CK= 6614±981 UIL) y de diferentes 
regiones de Colombia (actividades CK entre 713±43 y  1256±54 Uit). Estas diferencias 
notables sugieren que el veneno de Panamá es altamente niionecrosante, al compararlo 
con los venenos de las regiones antes mencionadas. 
Estas diferencias podrían atribuirse a diferencias en el contenido de miotoxinas en los 
diferentes venenos. 
4.23 Edema 
En este estudio, se observó el efecto edematizante que se produjo al inocular diferentes 
dosis de veneno por vía subcutánea en la aponeurosis plantar de los ratones. En la Figura 
N° 8, se puede apreciar el aumento notable en el tamaño de la pata a la cual se le aplicó 
veneno, con respecto al control que fue tratado con PBS. 
Figura N° S. Edema observado una hora después de inocular la pata derecha del 
ratón con 1.0 jig de veneno de B. asper de referencia de Panamá. 
Para estimar la magnitud del edema, se calculó el porcentaje de aumento del volumen de 
la extremidad inoculada con veneno, con respecto al volumen de la extremidad control. 
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Un aspecto importante observado en este estudio es que el edema presenta un progreso 
dintunico en función de la dosis y el tiempo, esto se pudo valorar gracias al uso del 
pletismómeiro Al evaluar la evolución del edema, se observó que el efecto se manifiesta 
en cuestión de minutos una vez inoculado el veneno en la extremidad, tal como lo han 
expresado otros autores (Otero, 2009) Luego de la primera hora posterior a la 
inoculación, a las dosis ensayadas (entre 0 03 y 10 j.tg), no se encontró relación entre la 
dosis y el porcentaje de edema En este caso, se hallaron porcentajes de edema entre 30 y 
50% independientemente de la dosis inoculada. 
A la segunda hora, el edema disminuyó en las extremidades a las cuales se les aplicó las 
dosis más bajas (menores a 0 5 jig), pero se mantiene aumentando en las dosis mayores 
(0 5 y 1 0 ig) A la tercera hora, el edema disminuyó en todas las dosis y se encontró una 
relación lineal hasta la dosis de 10 14g Debido a esta relación de Imealidad encontrada a 
las tres horas, se utilizó este como el tiempo óptimo para determinar la DEm (Dosis 
Edematizante Mínima) Las dosis mayores a 2 0 jtg se omitieron pues los efectos 
hemorrágico y necrótico, ocasionados por el veneno, no permiten medir el edema- a
En la Figura N° 9 se puede observar cómo progresó el edema con respecto al tiempo, al 
aplicar diferentes dosis de veneno 
Estas observaciones en cuanto a la progreso del edema, concuerdan con lo encontrado por 
algunos autores como Mora (2008) y  Lomonte (1993), quienes han expresado que el 
curso del edema, con respecto al tiempo (estudiado en almohadillas plantares de 
roedores), depende en gran medida de la dosis de veneno inyectado Estos señalan que a 
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dosis bajas de veneno, posterior a la inyección, aparece un edema transitorio (que alcanza 
su pico durante la primera hora) y que luego declina, mientras que cuando se administran 
dosis más altis de veneno, la hinchazón persiste durante intervalos más prolongados de 
tiempo (Gutiérrez el al., 1980; Lomonte el al., 1993; Chaves el al., 1995). Gutiérrez el al. 
(2009) señalan que esto probablemente refleja diferencias en los mecanismos mediante 
los cuales se origina el edema. Además, Mora el al. (2008) sugieren que la prolongación 
del edema observada a dosis más altas es la consecuencia de las alteraciones patológicas 
a nivel de los vasos linfáticos, con el consiguiente deterioro en la formación de linfa y en 
el equilibrio de fluidos intersticiales. 
Figura N° 9. Porcentaje de Edema ocasionado por veneno de B. asper de Panamá vs 
Tiempo de Medición del Edema. 
En el Cuadro N° 7 se muestran los porcentajes de edema promedio obtenidos con las 
dosis ensayadas para el veneno de referencia de Panamá. 
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Cuadro N° 7. PORCENTAJE DE EDEMA VERSUS DOSIS DE VENENO DE 
B. ASPER DE PANAMÁ, INOCULADO POR ViA SUB-CUTÁNEA EN LA 
APONEUROSIS PLANTAR DE RATONES (MEDIDO A LAS TRES HORAS). 
Dosis de 
veneno 
(iW5  tL) 
Volumen de la 
extremidad 
inoculada con 
PBS (control) 
Volumen de la 
extremidad 
inoculada con 
veneno 
Porcentaje de la 
diferencia de 
volumen entre las 
extremidades 
Porcentaje de edema 
(Promedio ± E.E.M.) 
0.0625 
0.09 0.1 11.1 
10.4 ± 3.79 
0.13 0.12 -7.7 
0.1 0.11 10 
0.09 0.09 0 
0.1 0.11 lO 
0.11 0.1 -9.1 
0.125 
0.15 0.17 13.3 
12.8±3.23 
0.12 0.14 16.7 
0.12 0.13 8.3 
0.13 0.16 23.1 
0.14 0.14 0 
0.13 0.15 15.4 
0.25 
0.13 0.16 23.1 
23.5 ± 5.80 
0.12 0.14 16.7 
0.12 0.15 25 
0.12 0.18 50 
0.12 0.13 8.3 
0.11 0.13 18.2 
0.5 
0.12 0.22 83.3 
51.8 ± 18.76 
0.15 0.13 -13.3 
0.13 0.14 7.7 
0.10 0.18 80 
0.13 0.1 -23.1 
0.11 0.15 36,4 
0.14 0.2 42.9 
68.1 ± 18.58 
0.11 0.15 36.4 
0.11 0.28 154.5 
0.12 0.22 83.3 
0.12 0.17 41.7 
0.1 0.15 50 
El parámetro que se emplea para expresar la magnitud del edema es la Dosis 
Edematizante Mínima (DEm), la cual se define como la dosis de veneno necesaria para 
producir u *En  este experimento se utilizaron 6 ratones para cada dosis. 	 le referencia de 
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del edema, sin mfluir en las mediciones Otros investigadores han usado el cambio de 
peso como parámetro, a través de métodos que involucran seccionar las extremidades 
Otra diferencia importante es el tiempo de medición, en este estudio se consideró 
conveniente determinar la DEm a las tres horas, por la lineahdad dosis-respuesta 
encontrada en este punto Sin embargo, otros autores miden el edema en la primera hora o 
incluso luego de seis horas Esta variable es de suma importancia pues, como hemos 
corroborado, el edema es un efecto que varía de manera importante con el tiempo Las 
diferencias en las metodologías se ilustran en el Cuadro No 8 
Adicionalmente, si el tiempo de medición es muy prolongado y se usan dosis de veneno 
relativamente altas, se pueden manifestar otros efectos como la hemorragia, la cual 
interfiere con la medición del edema (Gutiérrez y Chaves, 1980) Esto podría explicar la 
enorme diferencia (p<0 05) con respecto a los resultados de Martínez (1983), quien 
aplicó dosis entre 10 y  50 tg y midió el edema a las 14 horas 
Si el tiempo de medición es muy prolongado y las dosis de veneno son muy bajas, es 
probable que, al momento de la medición, la diferencia entre el volumen de la extremidad 
control y la inoculada con el veneno sea insignificante, lo cual podría llevar a una 
conclusión errónea de que se requiere mayor cantidad de veneno para alcanzar el 30% de 
cambio de volumen en la extremidad 
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Cuadro N° 8. DOSIS EDEMATIZANTE MÍNIMA 
DIFERENTES REGIONES DE LATINOAMÉRICA.. 
DE VENENOS DE 
Región de Procedencia 
Actividad 
Edematizante 
(DEm) 
Técnicas de 
Medición 
Tiempo 
de 	 Referencias 
Medición 
Panamá (veneno de referencia) B. asper 0.32 Pletismómetro Tres horas Este estudio 
Panamá (Manaca-Chiriquí y Corozal-
Panamá) B. asper 30 Diferencia de peso 14 horas Martínez (1983) 
Panamá (Región no especificado) 1±0.1 Paqulmetro Quintero el al. (2007) 
Guatemala B. asper 1±0.1 * Una hora Saravia etal. (200 1) 
Colombia (Urabá) B. atrox 2.1±0.8 Diferencia de peso Seis horas Otero el al. (1992) 
Colombia (Magdalena Medio) B. alrox 2.3±0.9 Diferencia de peso Seis horas Otero el al. (1992) 
Colombia (Bajo Cauca) B. alrox 1.3±0.5 Diferencia de peso Seis horas Otero etal. (1992) 
Colombia (Costa Pacífica) B. airar 0.5±0.4 Diferencia de peso Seis horas Otero el al. (1992) 
Colombia (Chocó y Antioquia) B. asper 1.2±0.06 Diferencia de peso Seis horas Otero el al. (2002) 
No especificaron el método de medición del edema. 
Estas diferencias en el tiempo pueden dar la percepción de que el veneno de Panamá es 
más edematizante que otros venenos, pues al ser determinada la DEm en un tiempo 
menor, el edema parece ser más intenso, con una dosis inferior de veneno. 
4.2.4 Letalidad 
La letalidad del veneno, medida a través de la Dosis Letal 50 (DL50), permite comparar la 
toxicidad de diferentes venenos. Es necesario indicar que la letalidad del veneno de B. 
asper puede variar según la procedencia geográfica de los ejemplares que ocasionan el 
accidente y, principalmente, la edad de estos. Otro factor que afecta el valor de la DL50 es 
la vía de administración utilizada; en este caso se empleó la vía intraperitoneal. En la 
Figura N° 11 se muestra la distribución de los ratones que se emplearon para la 
determinación de la DL50. 
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Figura N° 11. Grupos de ratones utilizados en la determinación de la DL50 
El veneno de B. asper de Panamá usado en este estudio presentó un valor de DL50 de 
91.91 p.g por ratón de 18-20 gramos (Límites de confianza al 95%: 75.6-111.7 p.g), tal 
como se muestra en el Cuadro N° 9. La letalidad también se puede expresar como 4.84 
mg/kg de ratón (Límites de confianza al 95%: 3.98 -5.88). Se realizó un experimento 
(n=1), usando cinco ratones por cada dosis. 
Cuadro N°9. DOSIS LETAL 50 DE VENENO DE B. ASPER DE REFERENCIA 
DE PANAMÁ 
DOSIS INDIVLDUOSIDOSIS 	 RESPUESTA (jig por ratón) 
71.00 5 0 
94.58 5 3 
126.00 5 5 
Valor deDL50 =91.91 119 
Grados de Libertad 4 
Límites de confianza 95% 
Desde 75.63 hasta 111.70 
4.84 mg/kg (L.C.= 3.98 -5.88) 
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El valor de DL50 para el veneno de referencia de Panamá parece ser mayor, en 
comparación con venenos de B asper de otras regiones Esto puede explicarse por las 
diferencias de peso de los ratones empleados en nuestros ensayos (18-20 gramos) con 
respecto al de los ratones usados en otros estudios y cuyos pesos se detallan en el Cuadro 
N° 10 Sm embargo, este factor puede resolverse expresando los valores de DL50 en 
mgfkg de ratón 
El veneno de referencia de Panamá presentó valores de DL50 (en mg/kg) cercanos a los 
venenos de B asper adultos de la región, aproximándose a los valores obtenidos para 
venenos de Costa Rica, Perú y Colombia, tal como se muestra en el Cuadro N° 10 
Cuadro N° 10. CUADRO COMPARATIVO DE LOS ASPECTOS METODOLÓGICOS EMPLEADOS PARA LA 
DETERMINACIÓN DE LA DLso DE VENENOS DE B. ASPER Y B. ATROX PROCEDENTES DE DIFERENTES 
REGIONES DE AMÉRICA LATINA (VÍA DE ADMINISTRACIÓN I.P.) 
Región de Procedencia 
Cepa de los 
ratones 
empleados en 
el experimento 
Peso de los 
ratones 
empleados en el 
experimento 
(gramos) 
DL50 
(J.ig/ratón)** 
DLio 
(mg(kg de 
ratón) 
Referencias 
Veneno de Referencia de Panamá B asper CD-1 18-22 91 91(756-1117)484 (3 U.S 88)Este estudio 
Panamá (Manaca-Chiriquí y Corozal-Panamá) B asper Ratones blancos 16-18 609 358 Martínez (1983) 
Panamá (Región no especificada) 1 * 55 * Quintero eta! (2007) 
Guatemala B asper Swiss-Webster 16-18 56 8 (44 5-724) 334 Saravia el al (200 1) 
Honduras B asper Ratones blancos 16-18 64 376 	 ,Rojas el al (1987) 
Costa Rica B asper 16-18 61 (66-7) 359 	 1Segura el a! (20 10) 
Colombia fi alrax 16-18 76(68-85) 447 Segura el al (20 10) 
Colombia (Urabá) B airar Webster 18-20 65 342 Otero el al(1992)   
Otero eta! (1992) Colombia (Magdalena Medio) fi atroz Webster 18-20 62 326 
Colombia (Bajo Cauca) B airar Webster 18-20 69 363 Otero el al (t 992) 
Colombia (Costa Pacífica) B airox Webster 18-20 58 305 Otero eta! (1992) 
Colombia (Chocó y Antioquia) B asper Swiss-Webster 18-20 662(495-886) 3 48d1 1 Otero el al (2002) 
Perú B airax * 16.18 74(58-100) 435 Segura el al (20 10) 
La fuente no especifica este aspecto de la metodología. 
**Entre paréntesis se muestran los límites de confianza al 95%, según lo reportado por cada autor 
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Control: 200 hL de plasma + 100 IA de PBS 
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4.2.5 Efecto Coagulante 
Este parámetro se utiliza para evaluar in vitro los efectos del veneno sobre la coagulación. 
Se incubaron alícuotas de plasma citratado libre de plaquetas con dosis creciente de 
veneno, observándose la formación de coágulos, cuyo tiempo de formación y 
consistencia dependió de la dosis de veneno agregada. Esto puede apreciarse en la Figura 
N° 12. 
Figura N° 12. Alícuotas de plasma citratado libre de plaquetas en ausencia (A) y en 
presencia de veneno de B. asper de referencia de Panamá (B). 
En el panel A se observa el plasma en presencia de PBS (controles) en los cuales no se 
dio la formación del coágulo. En el panel B, se observa claramente el coágulo en una 
muestra de plasma incubada con 1.18 p.g de veneno/100 jIL. Estos coágulos son el 
producto de la degradación del fibrinógeno para formar monómeros inestables de fibrina. 
Al evaluar este efecto no sólo se toma en cuenta la formación del coágulo sino el tiempo 
en el cual aparece, encontrándose que a mayor dosis, menor es el tiempo de coagulación. 
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En el Cuadro N° 11 se presentan los tiempos de coagulación del plasma, según la dosis 
de veneno ensayada. 
Cuadro N° 11. TIEMPOS DE COAGULACIÓN DEL PLASMA CITRATADO 
LIBRE DE PLAQUETAS AL APLICAR DIFERENTES CONCENTRACIONES 
DE VENENO DE B. ASPER DE PANAMÁ. 
Dosis de 
veneno 
Tiempos de Coagulación 
(segundos) 
(P8) Experimento Experimento Experimento N°1 N°2 NO3 
0.32 86 64 86 
0.41 75 70 72 
0.54 56 57 52 
0.70 46 47 45 
0.91 30 36 34 
1.18 27 25 28 
DCm 	 0.562 	 0.565 	 0.480 
La intensidad del efecto coagulante sobre el plasma se expresa como la Dosis Coagulante 
Mínima (DCm). El veneno de referencia de Panamá presentó un valor de DCm promedio 
de 0.536 ± 0.040 jxg. Para determinar este parámetro, se realizaron tres ensayos (n=3) 
usando dosis entre 0.32 y 1.18 j.tg. 
En la Figura N° 13 se presentan los tiempos de coagulación con respeto a la 
concentración de veneno aplicada, encontrándose una buena correlación dosis respuesta. 
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Figura N° 13. Curva de tiempo de coagulación vs concentración de veneno de B asper 
de Panamá 
El valor DCm obtenido para el veneno de Panamá es mayor con respecto al obtenido para 
el veneno de Costa Rica (DCm 0 32± 002 ,tg), lo cual indica que este último tiene una 
mayor actividad coagulante (p<O 05) Sin embargo, el veneno de Panamá parece tener 
mayor actividad coagulante que el veneno de B asper de Guatemala (3 9 ± 008 .ig) 
(p<O 05), tomando en cuenta que a mayor DCm, mayor es la cantidad de veneno 
necesaria para inducir la coagulación del plasma. 
Mediante el análisis densitométnco, cuyos resultados se describirán en una seción 
posterior, se determinaron las proporciones de algunos de los componentes 
procoagulantes más importantes in vitro e in VIVO Cfl el veneno de B asper, tales como las 
SVMPs, y en menor grado, las senna proteas's tipo trombina (Rucavado el al, 2004 y 
2005) 
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El veneno de Panamá presenta un 4 78% de la banda correspondiente a 70 kDa que 
contiene baspanna, mientras que el veneno de Costa Rica posee, aproximadamente 9% de 
proteína en esta banda (resultados de este estudio) Estas toxinas son causantes de 
coagulopatias 
El análisis densitométrico mostró que el veneno de Panamá presenta un 24 8% de 
proteínas entre 25-30 kDa mientras que el de Costa Rica posee un 3365% de dichas 
proteínas Estas bandas contienen senna proteasas, aspercetma y asperasa 
El mayor contenido relativo de toxinas procoagulantes en el veneno de Costa Rica podría 
explicar por qué se requiere una menor dosis de veneno de Costa Rica para alcanzar la 
DCm 
41.6 Desfibrinación 
El efecto desfibnnante observado in VIVO está relacionado con el efecto coagulante 
ocasionado por el veneno de B asper sobre el plasma. La utilización excesiva de 
fibrinógeno para formar trombos se relaciona con el efecto desfibrinante observado in 
vivo Este a su vez, está relacionado con las alteraciones en los tiempos de coagulación 
observada en los pacientes que han sufrido un accidente ofidico por B asper Además, 
estos trombos pueden acumularse en partes de! organismo, ocasionando obstrucción 
mtravascular diseminada y la muerte 
En nuestro caso, el efecto desfibrmante se evaluó por la incoagulabilidad de la sangre que 
se produce luego de la inoculación del veneno por vía intravenosa. 
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En la Figura N° 14 se ilustra la técnica empleada para realizar la inoculación intravenosa 
del veneno en la cola del ratón. Posteriormente, se extrajeron las muestras de sangre (del 
corazón) y se observó si hubo o no incoagulabilidad. Este efecto se muestra en la Figura 
N° 15, en la cual se observa una muestra de sangre que no coaguló, aún después de una 
hora de extraída, debido a las alteraciones ocasionadas por el veneno sobre el proceso de 
coagulación in vivo. Este efecto se observó, incluso, al aplicar dosis bajas de veneno. 
Figura N° 14. Inoculación intravenosa de veneno en la cola de ratón. 
Figura N° 15. Muestra de sangre con coagulación alterada (no coagulada) debido a la 
acción del veneno de B. asper. 
En el Cuadro N° 12 se presenta la cantidad de ratones que presentaron incoagulabilidad 
de la sangre, luego de inocular diferentes dosis de veneno. El experimento se realizó por 
triplicado (n=3), usando cuatro ratones por cada dosis ensayada. 
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Cuadro N° 12. NÚMERO DE ANIMALES CON ANTICOAGULACIÓN LUEGO 
DE UNA HORA DE INOCULACIÓN INTRAVENOSA DE DIFERENTES DOSIS 
DE VENENO DE B. ASPER DE PANAMÁ 
Dosis de 
veneno 
(pg) 
Número de Ratones con anticoagulación 
Exp N°1 Exp N°2 Exp N°3 
0.313 0 0 0 
0.625 0 0 0 
125 4 4 4 
2.5 4 4 4 
5 4 4 4 
Para evaluar la magnitud del efecto desfibrinante, se determinó la Dosis desfibrinante 
mínima (DDm), que no es más que la dosis que causa incoagulabilidad de la sangre en 
todos los ratones inoculados (por vía intravenosa). La DDm encontrada para el veneno de 
Panamá fue de 1.25 .tg, tal como se resalta en el Cuadro N° 12. 
Para este estudio se omitieron dosis mayores a 5 pLg pues causaban la muerte de todos los 
ratones inoculados, antes de que culminara el tiempo de la prueba (una hora). Según 
indican Loría el al. (2003) y  Gutiérrez el al. (2009), estos animales mueren por 
acumulación de microtrombos en los vasos pulmonares producidos por la acción de 
componentes procoagulantes del veneno. En humanos, el efecto desfibrinante está 
estrechamente relacionado con la tendencia a hemorragia sistémica. 
El veneno de B. asper de Panamá presentó valores de DDm similares a venenos de 
Colombia (DDm = 1.1 ± 0.3 .tg) y Perú (DDm = 1.7 ± 0.4 .ig) publicados por Otero el al. 
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(2002) y Segura el a! (2010), respectivamente (p>O 05) Sin embargo, el veneno de B 
asper de Panamá parece ser más desfibrmante que sus homólogos de Guatemala 
(DDm=2 5 .tg) y Costa Rica (DDm = 3.0 ± 0 5 pg) (p<O 05), cuyos valores fueron 
encontrados por Saravia el al (200 1) y  Segura el al. (2010), respectivamente 
4.2.7 Proteólisis 
El estudio de la actividad proteolítica es de suma importancia porque está íntimamente 
relacionada con efectos como coagulopatías y hemorragia, entre otros El veneno de B 
asper de Panamá presentó actividad proteolitica, que en este caso se evaluó midiendo el 
cambio de absorbancia (a 280 nm) luego de incubar muestras de caseína con veneno. 
En la Figura N° 16, se aprecia parte del procedimiento realizado. En el tubo de la 
izquierda (A), se muestra la mezcla de caseína luego de ser incubada con el veneno En el 
tubo de la derecha (B), se presenta la misma muestra en presencia de ácido 
tricloroacético, el cual se añadió con el fin de precipitar la caseína no 1iidro1ivda 
otorgándole el aspecto turbio Luego de centrifugar, se extrajo el sobrenadante que se 
empleó para medir las absorbancias 
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Figura N° 16. Mezcla de caseína en presencia de 144 mg/ 1 0 mL de veneno B asper 
(A) En el tubo (B) la misma mezcla luego de añadir 5 mL de ácido tncloroacético 
Se encontró que a mayor cantidad de veneno añadida, mayor es el cambio de absorbancia 
con respecto al blanco (muestra de caseína en ausencia de veneno), lo que a su vez 
implica una mayor actividad proteolítica. En el cuadro N° 13 se muestran los valores de 
cambio de absorbancia (A absorbancia) al aplicar diferentes concentraciones de veneno a 
las muestras de caseína. 
Para evaluar la magnitud de este efecto se determinó la Dosis Proteolitica Mínima 
(DPm), que es la concentración de veneno que ocasiona un cambio de absorbancia de 0 5 
(Lomonte B y Gutiérrez J M, 1983) Para el veneno de referencia de Panamá se obtuvo 
una DPm promedio de 139 ± 0.1 mg 
Concentración 
de veneno 
(M9/ML) 
A Absorbancia (a 280 nrn) 
Experimento 	 Experimento 
N°1 	 N°2 
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Cuadro N° 13. CAMBIO DE ABSORBANCIA (A absorbancia) DE MUESTRAS DE 
CASEINA LUEGO DE SER INCUBADAS CON DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE VENENO DE B. 4SPER DE PANAMÁ 
O 	 OMOO 	 0.000 
1 	 0.450 	 0.366 
	
1.2 	 0.513 	 0.433 
	
1.44 	 0.581 	 0.488 
	
1.73 	 0.674 	 0.555 
	
2.07 	 0.751 	 0.619 
DPm 	 1.254 	 1.537 
La actividad proteolítica también se puede expresar en Unidades/mg, las ctales se 
obtienen dividiendo el cambio de absorbancia en 30 minutos (280 am) entre los mg de 
veneno presentes en el tubo y multiplicando por 100 (Otero e! al., 1992). De esta manera, 
la actividad proteolítica obtenida es de 37.20 ± 3.47 U/mg. 
La adecuada determinación de la actividad proteolítica de los venenos sobre la caseína 
requiere una respuesta lineal gráfica, la cual se encontró a las dosis ensayadas entre 1-2 
mg/mL, tal como se muestra en la Figura N' 17. 
Para lograr esta "calidad se deben establecer condiciones experimentales adecuadas, 
principalmente en la cantidad de veneno (concentración de enzima) y de sustrato 
(caseína), recordando que se trata del estudio de efectos enzimáticos. La linealidad 
obtenida en este estudio confirma que se han empleado las dosis correctas para el veneno 
de Panamá. Estas concentraciones de veneno concuerdan con las encontradas por 
y = 0-3351x + 0.037 
= 0.9792 
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Lomonte y Gutiérrez (1983) quienes han estudiado este efecto con venenos de Costa 
Rica. 
(- 
Cambio en la absorbancia vs Dosis de Veneno 
0 	 0,5 	 1 	 15 	 2 	 2,5 
Dosis de Veneno (mg/ 1.0 mi) 
Figura N° 17. Cambio en la absorbancia de la solución de caseína con respecto a la 
concentración de veneno de B. asper de Panamá 
Al comparar la actividad proteolítica del veneno de Panamá con los venenos de otras 
regiones podemos concluir que el primero presentó valores de DPm similares a los 
venenos de B. asper del Atlántico y Pacífico de Costa Rica, los cuales tienen DPm de 1.2 
y 1.4 mg, respectivamente (Gutiérrez at al., 1985)   (p>0.05). Sin embargo, el veneno de 
Panamá presentó una actividad proteolítica mayor que el veneno de B. asper de Honduras 
(DPm 2.1 mg) (p<0.05), sugiriendo que se requiere una menor dosis del veneno de 
Panamá para ocasionar un mayor daño. 
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Los venenos de B alrox de diferentes regiones de Colombia, con valores entre 55 y 73 
U/mg presentaron mayor actividad proteolitica que el veneno de Panamá (Otero, 1992) 
4.2.8 Hemélisis Indirecta (Actividad fosfolipasa A2) 
El veneno de referencia de fi asper de Panamá presentó actividad hemolítica indirecta, 
que se hace evidente mediante la formación de halos claros (halos de hemólisis) en las 
placas de agarosa previamente preparada con entrocitos, tal como se puede observar en la 
Figura N° 18 La aparición de estos halos es un efecto mdirecto de las fosfolipasas A2, 
que catalizan la hidrólisis de los enlaces sn-2 en los fosfoglicéridos (presentes en la yema 
de huevo), liberando lisofosfolípidos, los cuales promueven el rompimiento de la 
membrana de los eritrocitos Sin emabrgo, algunos autores sugieren que el efecto 
hemolítico observado in vivo es una consecuencia del efecto mecánico ejercido sobre los 
eritrocitos por los microtrombos depositados en la microvasculatura como producto del 
efecto coagulante de las proteinisas del veneno (Gutiérrez el al, 2009) 
En la Figura N° 18 también se puede apreciar como el diámetro del halo de hemólisis va 
aumentando con la aplicación de dosis crecientes de veneno, mientras que en el pocillo 
control, en el cual sólo se aplicó PBS, no se observó el halo característico En el Cuadro 
N° 14 se presenta el diámetro de hemólisis medido para las diferentes concentraciones de 
veneno aplicadas 
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Figura N° 18. Halos de hemólisis ocasionados al aplicar diferentes dosis de veneno 
(como W15 .tL). 
Cuadro N° 14. DIÁMETRO DE HALOS DE HEMÓLISIS OCASIONADA POR 
DIFERENTES DOSIS DE VENENO DE B. ASPER DE PANAMÁ 
Dosis 
(ig en 15pL) 
Diámetros de Hemólisis (mm) 
Experimento 
N°1 
Experimento 
N°2 
Experimento 
N°3 
Experimento 
N°4 
30 26.0 26.0 26.0 26.0 
20.0 26.0 24.0 25.0 25.0 
13.3 25.0 24.0 24.0 24.0 
8.9 22.0 24.0 23.0 23.0 
5.9 22.0 24.0 22.0 22.0 
4.0 21.0 22.0 21.0 21.0 
2.6 20.0 21.0 20.0 20.0 
1.8 18.0 19.0 18.0 18.0 
1.2 17.0 18.0 16.0 17.0 
DHhn 3.12 2.03 3.38 3.13 
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Para evaluar este efecto, se determinó la Dosis Hemolítica Mínima (DHIm) que para el 
veneno de referencia de Panamá fue de 2.93 ± 0.3 pg, que es la dosis responsable de 
ocasionar un halo hemolitico de 20 mm de diámetro 
Para el veneno empleado en este estudio, se observó una clara relación dosis-respuesta, 
en las dosis ensayadas Esto puede apreciarse en la Figura N° 19 
o 
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10,0 
5,0 
0,0 
Diámetro del Halo Hemolítico vs Dosis de Veneno 
DHm=2 93 jig y= 2 8121n(x) 	 -16 99 
R2 = 0 986 
1 
	 10 	 100 
Log dosis de veneno (ig/15j.d.) 
Figura N° 19. Diámetro del Halo Hemolítico versus Dosis de Veneno de B asper de 
Panamá 
Al comparar el efecto hemolítico ocasionado por el veneno de Panamá con los venenos 
procedentes de otras regiones de Latinoamérica, se puede observar que este presenta 
valores similares con respecto a los venenos de B asper procedentes de Chocó y 
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Antioquia (DHIm = 2 0 tg), en Colombia (p>O  05) Sin embargo, el veneno de Panamá 
presenta una mayor actividad hemolítica indirecta con respecto al veneno de B asper de 
México (DHIm = 56± 02 p.g) (p<O 05) En estos casos se requiere una menor cantidad 
de veneno de Panamá para ocasionar un halo de hemólisis de 20 mm de diámetro 
Estas comparaciones se realizaron tomando en cuenta solamente los resultados de 
aquellos autores que utilizaron el método de Gutiérrez el al (1980), que mvolucra el uso 
de placas de agarosa Es importante resaltar este hecho porque las metodologías 
empleadas para valorar el efecto hemolítico varían entre investigadores Por ejemplo, 
para el veneno de Costa Rica se evaluó la hemólisis indirecta usando un método 
alternativo que se basa en la cuantificación de la hemoglobina liberada en el 
sobrenadante, sin usar placas de agarosa y cuantificando el porcentaje de hemólisis, 
usando como referencia el efecto ocasionado por el agua destilada, siendo este 
considerado como 100% de hemólisis En este método se expresaba la magnitud del 
efecto hemolítico como porcentaje de hemóhsis ocasionado por 10 mg de veneno 
(Gutiérrez e: al, 1980). Para los venenos de Guatemala y Honduras se utilizó un método 
similar al anterior, tomando como dosis hemolítica mínima la cantidad de veneno que 
induce una hemólisis del 70% (Rojas el al, 1987) Estas diferencias metodológicas 
impiden comparar la magmtud del efecto hemolítico con las de otros venenos 
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4.3 Características inmunoquímicas del veneno 
4.3.1 Cuantificación de proteínas 
Esta cuantificación se realiza para determinar la cantidad específica de proteínas en una 
muestra de veneno en pruebas como la SDS PAGE y Westeni Blotting. 
En el veneno de referencia de B. asper de Panamá se encontró un contenido de proteínas 
de 774.8 ± 46.1 .ig/mg de veneno crudo liofilizado. 
Al ana1i7r los venenos de cada zona se encontraron valores simUares entre 62.3 Ig/mg 
hasta 82.6 pg/mg, tal corno se muestra en el Cuadro N° 15. 
Cuadro N° 15. CUANTIFICACIÓN DE PROTEíNAS EN EL VENENO DE A. 
ASPER DE DIFERENTES ZONAS DE PANAMÁ 
Concentración 
Procedencia del Veneno 	 gImg de veneno 
Zona N' 1 Bocas del Toro, Caribe de Veraguas, Colón y Guna YaJa 748 
Zona N° 2 	 Pacífico de Veraguas y Chiriquí 	 765 
Zona N° 3 	 Coclé, Herrera, Los Santos 	 826 
Zona N°4 	 Panamá y Darién 	 623 
43.2 Electroforesis - SDS PAGE deVenenos de diferentes regiones de Panamá 
Se realizó la electroforesis SDS-PAGE con el fin de estudiar la composición proteica del 
veneno de referencia de B. asper de Panamá y comparar los patrones electroforéticos de 
venenos procedentes de las cuatro zonas, mediante el análisis densitométrico. En la 
1 	 2 3 4 5 6 97.4 kDa I> ~- 
56.2 .2 kDa p 
45 kDa 	 19  
31 kDa 	 o~ • SIÓSI 
1 ::; 
7 
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Figura N° 20 se muestran los patrones electroforéticos obtenidos para los venenos de 
referencia de Panamá, de las diferentes zonas geográficas de Panamá y de Costa Rica. 
Figura N° 20. SDS PAGE al 15% del Veneno de referencia de B. asper de Panamá, Costa 
Rica y de zonas (empleando 11 tg de proteína por pocillo). Carril 1: Marcador de Peso 
Molecular Low Range - Marca Bio Rad; Carril 2: Veneno de Referencia B. asper de 
Panamá, Carril 3: Veneno Patrón B. asper de Costa Rica Carril 4: Veneno B. asper 
Panamá Zona N° 1 (Atlántico); Carril 5: Veneno B. asper Panamá Zona N° 2 (Chiriquí, 
Pacífico Veraguas); Carril 6: Veneno B. asper Panamá Zona N° 3 (Los Santos, Herrera y 
Coclé); Carril 7: Veneno B. asper Panamá Zona N°4 (Panamá y Darién). 
Tal como se muestra en la figura N° 20, al separar los componentes de estos venenos se 
observaron fracciones con pesos moleculares entre 8 y  70 kDa, aproximadamente, siendo 
notable la presencia de bandas correspondientes a SVMPs P-III (70 kDa y  42-48 kDa), 
seria proteasas y otras (25-30 kDa), lectinas tipo C (25-30 kDa), además de fosfolipws 
A2 (15 kDa). 
Mediante análisis densitométrico se determinó el contenido porcentual de las principales 
fracciones proteicas presentes en el veneno de referencia de Panamá y de las zonas. Los 
resultados se muestran en el cuadro N° 16. 
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Cuadro N° 16. PORCENTAJE DE PROTEÍNAS PRESENTES EN LAS 
FRACCIONES DEL VENENO DE B. ASPER DE DIFERENTES ZONAS DE 
PANAMÁ, DETERMINADO POR DENSITOMETRIA USANDO EL 
PROGRAMA MY IMAGE ANALYSIS® (THERMO SCIENTIFIC) 
Proteínas 
Peso 
Molecular 
(kDa) 
CONTENIDO (PORCENTAJES PROMEDIO) 
ZONA N° 1 ZONA N°2 ZONA N°3 ZONA N°4 
P-m 55-70 4.96 10.36 11.47 5.97 
P-Ill 42-48 8.90 7.51 5.69 8.86 
Seria proteasas, 
Lectinas tipo C, 
SVMP (P-I y P-II)  y 
otras. 
24-37 47.7 35.6 33.9 41.7 
PLA2 básicas 15 31.6 42.9 43.2 35.4 
PLA2 ácidas 11 6.8 4.8 6.3 8.5 
Tal como se observa en el cuadro N° 16, este veneno presenta una proporción 
considerable de SVMP P-llI, seria proteasas y PLA2 básicas, las cuales son causantes de 
los efectos más importantes del veneno: hemorragias, mionecrosis, edema y 
coagulopatías. 
El contenido porcentual de las fracciones proteicas del veneno de las zonas se comparó 
aplicando ANOVA a través de la prueba de Fischer, usando el programa Minitab 17(L, 
con el fin de determinar si existen diferencias significativas en el contenido de proteínas 
específicas como SVMP P-I1I, seria proteasas y fosfolipasas A2 básicas (ver anexo N°1). 
Según el análisis realizado, se pudo comprobar que existen diferencias significativas 
(p<0.05) en el contenido de SVMP P—III (55- 70 kDa) entre los venenos procedentes de 
las zonas N°1 y  N°4 con respecto a los venenos de las zonas N°2 y  N°3, encontrándose 
que los primeros tienen contenidos de SVMP P—III significativamente menores. 
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Cabe resaltar que las zonas N°2 y N°3 corresponden a venenos de serpientes provenientes 
de la vertiente del Pacífico, mientras que los venenos de las zonas N°1 y  N°4 
corresponden a serpientes provenientes de la región Atlántica del país y de Panamá y 
Darién, respectivamente 
Se pudo comprobar que existen diferencias significativas (p<O 05) en el contenido de 
SVMIP P—HI (42-48 kDa) entre los venenos procedentes de las zonas N°1, N°2 y  N°4 
con respecto a la zona N°3, la cual tiene menor contenido de estas proteínas con respecto 
a las primeros 
Si comparamos el contenido total de SVMP P-M, incluyendo las de peso molecular 55-
70 kDa y de 42-48 kDa, no encontramos diferencias significativas entre los venenos de 
las zonas 
Al analizar el contenido de PLA2 básicas, se pudo comprobar que existen diferencias 
significativas (p<O 05) entre los venenos procedentes de las zonas N°1 y  N°4, con 
respecto a los de las zonas N°2 y  N°3 En este caso, se encontró que los venenos de las 
zonas N°2 y  N°3 tienen un mayor contenido de PLA2 básicas (429 y  43 2 %, 
respectivamente), con respecto a los venenos de las zonas N°1 y  N°4 (31 6 y  35 4%, 
respectivamente) 
Si relacionamos las ubicaciones geográficas, se puede observar que los datos de nuestro 
estudio concuerdan con aquellos encontrados para venenos de Costa Rica, donde los 
venenos del Pacífico presentaron., aproximadamente, 45 1 % de contenido de PLA2 
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básicas, mientras que los venenos del Atlántico 28 8% de contenido de PLA2 (Atape-
Girón ei al, 2008) 
Al observar el patrón electroforético, se puede notar la presencia de diferentes bandas 
entre 24-37 kDa, entre las cuales se encuentran SVMPs del tipo P-I y P-II, senna 
proteasas, lectmas tipo C, proteínas CRISP, fragmentos DC y algunas fosfohpasas Esta 
sección de bandas no se comparó porque vanas proteínas presentan pesos moleculares 
muy similares, haciendo muy dificil su separación e identificación. En este caso, es 
necesario reconocer la limitación de la electroforesis SDS PAGE, la cual no permite 
identificar proteínas especificas dentro de la mezcla si las toxinas presentan pesos 
moleculares similares Por esta razón, se recomienda el empleo de técnicas como el 
HPLC (High performance liquid chromatography), las cuales no sólo permitiría una 
mejor resolución sino una mayor probabilidad de identificar las proteínas, en especial si 
se acopla con otros métodos como espectrometría de masas MALDI-TOFF (Alape-Girón 
e: al, 2008) 
Incluida entre las fracciones proteicas antes mencionadas se encuentra una banda bien 
definida de aproximadamente 24 kDa, en la cual se agrupan serma proteasas y SVMPs 
del tipo P-I y P-II, que son las principales causantes de coagulopatí as Al comparar el 
contenido de proteína en esta banda entre las diferentes zonas, se encontró que la zona 
N14 presentó un valor de 123%, el cual es significativamente mayor con respecto a los 
venenos de las otras zonas. El veneno de la zona N°1 también presentó valores 
relativamente altos (11 7%), mientras que la zona N°2 y N°3 presentan porcentajes muy 
bajos en el contenido de proteína en esta banda (09 y 1.78 % respectivamente) Esto 
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concuerda con lo encontrado por Alape-Girón (2008) para los venenos de Costa Rica, 
quién observó que los venenos del Canbe, que en nuestro caso corresponde a la zona N° 
1, tienen mayor contenido de senna proteasas con respecto a los venenos del Pacífico, 
que en nuestro caso serían las zonas N°2 y  N°3 Por otro lado, es interesante el hecho de 
que el veneno de la zona N°4 (correspondiente a la región de Panamá y Darién) también 
presente un contenido relativamente alto de proteínas en esta banda. Sin embargo, es 
necesario aclarar que existe más de una banda que contiene serma proteasas 
Además, en este estudio se encontraron algunos aspectos interesantes, por ejemplo que 
los venenos de regiones geográficas próximas comparten características en común, los 
venenos de las zona N°2 y N°3 (correspondientes al Pacífico) parecen ser más ricos en 
PLA2 básicas y en SVMPs P-ffl, mientras que los venenos de las zonas N°1 y  N°4 
presentan mayor contenido de proteínas SVMPs del tipo P-I 
En resumen, se puede decir que existen similitudes en los patrones electroforéticos de los 
venenos de las diferentes zonas, pues todos presentan componentes de masas moleculares 
similares Sin embargo, los venenos de B asper varían de acuerdo con la zona de 
procedencia, principalmente en las proporciones de las diferentes proteínas que los 
componen 
Esta variabilidad debe tomarse en cuenta pues las diferencias en el contenido de las 
fracciones proteicas encontradas entre los venenos de las zonas podría relacionarse con 
variaciones en sus perfiles toxicológicos. Estos resultados podrían sugenr que los 
venenos de las zonas N°2 y N°3 son más mionecrotizantes y hemorrágicos, mientras que 
los venenos de las zonas N°1 y  N°4 causarían mayor efecto sobre la coagulación Sin 
embargo, es necesano comprobar estas hipótesis realizando ensayos de caracterización, 
como los descritos en este estudio, los cuales permitirán determinar la magnitud de los 
efectos fisiológicos ocasionados por dichos venenos También sería interesante observar 
la relación que existe entre el ongen geográfico de la serpiente y la smtomatología que 
presentan los pacientes envenenados, ya que esto podría contribuir al diseño y aphcación 
de tratanuentos óptimos y oportunos 
La vanabilidad geográfica encontrada también tiene implicaciones en la preparación del 
pool de venenos para la elaboración de sueros antiofidicos, en los cuales deben usarse 
4 
	 venenos representativos de cada área y en las proporciones adecuadas. 
4.3.3 Electroforesis - SDS PAGE- Venenos de Panamá y Costa Rica 
En los resultados de la SDS-PAGE de los venenos de Panamá y Costa Rica se observaron 
similitudes evidentes en los patrones electroforéticos, siendo notable la aparición de 
bandas entre 8y70 kDa 
Gracias a la densitometría se pudieron comparar los perfiles proteicos de los venenos de 
referencia de Panamá y Costa Rica. En la Figura N° 20 se muestran los patrones 
electroforéticos obtenidos para los venenos de referencia de Panamá y de Costa Rica. 
En el Cuadro N° 17 se presentan el porcentaje de proteínas presentes en cada fracción 
proteica observada en la electroforesis SDS-PAGE 
1 
1 
u 
1 0 
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Cuadro N° 17. PORCENTAJE DE PROTEÍNAS PRESENTE EN LAS 
FRACCIONES DEL VENENO DE B. ASPER DE PANAMÁ Y COSTA RICA, 
DETERMINADO POR DENSITOMIETRIA USANDO EL PROGRAMA MY 
IMAGE ANALYSIS® (1 	 ¡TERMO SCIEN'I'EFIC) 
Proteínas 
Peso 
Molecular 
(kDa) 
CONTENIDO (PORCENTAJES PROMEDIO) 
PANAMÁ COSTA RICA 
F-liIl 7.1 9.0 
8.3 11.4 
SVMIPs P-IJI 55- 70 y 42-48 15.6 21.1 
Serma 
proteasas y 
Lectinas tipo C 
25-30 37.4 36.1 
PLA2 básicas 15 43.9 37.8 
PLA2 ácidas 11 7.2 5.7 
El contenido de proteínas en las fracciones más importantes de los venenos se comparó 
usando / de student para dos muestras independientes, empleando el programa M.initab 
17®. Se comparó el contenido de SVMIPs del tipo P-Ill y de PLA2 básicas (ver anexo N° 2). 
Al analizar el contenido de SVMPs P411 se pudo observar que el veneno de Costa Rica 
presenta un contenido significativamente mayor que el veneno de Panamá (p<0.05). Esto 
podría estar relacionado con un mayor efecto hemorrágico ocasionado por el veneno de 
Costa Rica, lo cual se manifiesta con una baja Di-Im con respecto al veneno de Panamá. 
En cambio, el veneno de Panamá presenta un contenido de PLA2 básicas 
significativamente mayor que el veneno de Costa Rica (p<0.05). Esto podría explicar por 
qué el veneno de Panamá parece ser más mionecrotizante que el veneno de Costa Rica, si 
- 
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tomamos en cuenta valores de CK plasmática más elevados, luego de la inoculación 
intramuscular de veneno 
43.4 Electroforesis- SDS PAGE - Comparativo con venenos de Vipéridos de 
América Latina 
En cuanto a los venenos de vipéndos de diferentes regiones de América se puede mfenr 
que presentan un patrón electroforético similar, con bandas entre 90 y 8 kDa. Entre las 
bandas que presentan más similitudes están las metaioprotemas (55-70 kDa), Serma 
proteasas, Lectmas tipo C, SVMP (P-1 y P-II) y otras proteasas (25 y 30 kDa) y las PLA2 
(15 kDa) Estos resultados se muestran en la Figura NI' 21 
Tal como se observó con los venenos de B asper, hay diferencias en las intensidad de las 
bandas, sin embargo, es necesario recordar que, al tratarse de venenos de diferentes 
especies, estas proteínas probablemente no son idénticas sino que presentan homologias 
estructurales y funcionales El grado de reconocimiento observado en el Western Blol 
permite tener una idea sobre la homología entre las proteínas que componen estos 
venenos 
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Figura N° 21. SDS PAGE al 15%. Veneno Bothrops sp de Centroamérica y Suramérica. 
MPM: Marcador de Peso Molecular Low Range-Biorad; Carril 1: Veneno B. asper de 
Panamá; Carril 2: Veneno B. asper de Costa Rica; Carril 3: Veneno B. nueuwiedi 
(mattogrossensis) de Bolivia; Carril 4: Veneno B. jararaca de Brazil; Carril 5: Veneno 
B. atrox de Colombia. Condiciones: Gel de Poliacrilamida 15%, condiciones Reductoras 
(B- mercaptoetanol), tiempo de corrida: 60 minutos, voltaje: 150 V, en cada pocillo se 
sirvieron 15 j.ig de veneno 
4.3.5 Reactividad inmunoquímica 
El veneno de B. asper de Panamá presenta efectos biológicos, toxicológicos y 
farmacológicos similares al de sus homólogos, sin embargo, es necesario verificar el 
grado de reconocimiento de sus componentes proteicos (toxinas) por parte de los 
principales sueros antiofidicos de la región, ya que para elaborar antivenenos que sean 
eficaces debe tomarse en cuenta la gran diversidad inmunoquímica que existe en la 
composición de los venenos (Gutiérrez et al., 1988). 
La inmunorreactividad de diversos antivenenos contra las proteínas del veneno de 
Panamá se comparó mediante análisis de transferencia Western, empleando antivenenos 
comerciales y el suero experimental monoespecífico desarrollado en conejas. Este tipo de 
122 
análisis permite obtener información valiosa sobre la variabilidad en la composición del 
veneno de esta serpiente, a tener idea sobre la eficacia de los antivenenos y, en especial, a 
determinar de forma preliminar si las mezclas antigémcas usadas en la obtención de los 
sueros antiofidicos producidos o que se deseen introducir en el país son adecnaglas Este 
punto es importante, ya que los venenos con Los que se preparó el antiveneno podrían 
presentar diferencias sigmficativas, a pesar de ser homólogos o incluso de la misma 
especie, pero con diferentes orígenes geográficos 
En la Figura N° 22, se puede observar que los antivenenos empleados en estos ensayos 
mostraron patrones similares de mmuno-reconocimiento hacia el veneno de B asper de 
Panamá, lo cual puede explicarse por la reactividad cruzada y las homologías que existen 
entre las proteínas de los venenos del mismo género En todos los blots se observó un alto 
grado de reconocimiento, siendo notable la reactividad de los antivenenos de Costa Rica 
(Instituto Clodomiro Picado - Lote N° 469111 OPOLQ) y de Colombia (Laboratono 
Probiol S.A - Lote AP3IOD(l0), apreciándose una estrecha relación inmunológica 
Ambos antivenenos incluyen en su mezcla anngémca veneno de B asper, lo cual permite 
explicar el mayor grado de reconocimiento Según las indicaciones del fabricante, cada 
mililitro del antiveneno de Costa Rica es capaz de neutralizar 3 mg de veneno de B 
asper, 2 mg de C dunssus y  3 mg de L muta. Por otro lado, cada ampolla de suero 
antiofidico proveniente de Colombia es capaz de neutralizar 2 5 mg B atrox, 2 5 mg de 
veneno de B asper, 10 mg de L mula y  10 mg del veneno de C durissus Otro factor 
que puede favorecer la reactividad cruzada observada con el antiveneno de Colombia es 
1 2 3 4 6 7 
974 kDa 
".2 kDa 
45 kDa 
31 kDa 
215 kDs 
14.4 kUa 
 
SS 
a 
lb 
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que en su preparación incluye veneno de B. atrox, el cual presenta una relación evolutiva 
cercana con B. asper. 
Figura N° 22. Reactividad Inmunoquímica de antivenenos de diferentes países contra el 
veneno de B. asper de Panamá. MPM: Marcador de Peso molecular Low Range de Bio 
Rad Carril N°1: SDS PAGE 15% en condiciones reductoras. Carril N°2: Antiveneno de 
Venezuela. Carril NO3: Suero experimental anti B. asper de Panamá (producido en 
conejas). Carril N04: Antiveneno de Costa Rica. Carril N° 5: Antiveneno de Colombia. 
Carril N°6: Antiveneno de Brazil. Carril N°7: Antiveneno de Argentina. 
El suero monoespecífico experimental obtenido, usando veneno de B. asper de Panamá, 
no presentó un marcado reconocimiento, tal como se observa en la Figura N° 22. Esto 
podría deberse a lo presentado en el estudio de Gutiérrez el al. (2010), en el cual se 
encontró que los antivenenos comerciales producidos en caballos sujetos a ciclos de 
inmunizaciones repetidas, muestran mayor neutralización que antivenenos 
experimentales producidos en una sola ronda de inm11ni7wión. 
Entre las proteínas que presentan importante imnunoreconocimiento por todos los 
antivenenos están las miotoxinas (15-16 kDa), las proteínas que se encuentran entre 25-
30 kDa, dentro de las cuales se incluyen metaloproteinasas P-I, seria proteasas y PLA2. 
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Las metaloproteinasas P-LU (42-48 kDa) y de (55-70 kDa) también fueron bien 
reconocidas por todos los antivenenos Sin embargo, los antivenenos de Costa Rica y 
Colombia, a diferencia de los otros antivenenos, presentaron alta mmunoreactividad 
contra las PLA2 de 11 kDa. 
Estos datos sugieren que los antivenenos ensayados podrían ser eficaces en neutralizar los 
principales efectos ocasionados por dichas toxinas (metaloproteinasas P-M, PLA2 y 
miotoxmas), que son responsables de las actividades letal, hemorrágica, coagulante, 
mionecrótica y edematizante 
Se recomienda que este análisis de mmunoreactividad sea complementado con ensayos 
de neutralización de los diferentes efectos tóxicos y enzimálicos, pues en algunos casos 
los antivenenos pueden marcar con intensidad en el blot debido a que reconocen 
componentes irrelevantes del veneno, pero en cambio carecen de anticuerpos suficientes 
contra toxinas relevantes y poco inmunogémcas (Gutiérrez el al, 2010) Por esta razón, 
no debe usarse como la única base para recomendar el uso terapéutico de un antiveneno 
fuera del rango de venenos usados en su producción. 
Además, un patrón evidente de reactividad i.nmunoquímica cruzada fue observado al 
enfrentar los venenos y antivenenos de diferentes paises (Figura N° 23), lo cual indica 
que posiblemente se puedan extender las aplicaciones terapéuticas de algunos 
antivenenos 
COSTA RICA 
LOTE N--- 3691110P0LQ 
INSTIflJTO CL ODOMIRO PICADO 
inmunoobu1inas equinas esp. que cada mililifr 
neutralice no menos de: 
3 mg de veneno de Bomrops asper, 2 mg de CrGtdzzs 
u3mgdeLachsismuta 
Carril Nl: Veneno B jararaca (Brazi) 
Ca" N2: VenenoB atrox(C.olombia) 
Carril Nc3:  VenenoB arper (Costa Rica) 
Canil N4: VenenoB asper (Panamá) 
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A. Western Blornng-Suero Anofidic&-Coi1a Rica 
B Western B1omn-Suero Antiofidico-Colombia 
COL 0MB JA 
LOTEN AP31OIX1O 
LABORATORIO PROBIOL SA. 
10 mL de suero antiofidíco polivalente reconstituido 
contiene inmunoobu1inas de origen equino que 
nuiralizan como minim o el veneno de: 
2 mgde veneno deBGÍhrGatrGx; 25 mgde veneno de 
BGtJzrops arper. 10 mg de veneno de Lachesis uta, 10 
m g de veneno de CrGt&us Durs.rus. 
Neutraliza el veneno de serpientes de los géneros 
Bothrops, Crotalusv Laches 
Carril Nl: Veneno B jararaca (Brazil) 
Carril N2: VenenoB arox(Coloinbia) 
Carril N°3: Veneno E- aspar (Costa Rica) 
Carril N4: Veneno B- aspar (Panamá) 
Figura N° 23. Papel de nitrocelulosa conteniendo venenos de vipéridos de diferentes 
regiones de América Latina, incubados con antivenenos procedentes de Colombia (A) y 
Costa Rica (8). 
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CONCLUSIONES 
Este trabajo nos ha llevado a concluir lo siguiente 
1 Se puede afirmar que el veneno de B asper de Panamá presenta un perfil 
toxmológico similar al de sus homólogos de otros países, con algunas diferencias 
atribuibles a variaciones geográficas. 
2 Al evaluar los efectos fisiológicos in vivo se encontró que el veneno de Panamá es 
epa de inducir letahdad, hemorragia, edema, mionecrosis y desflbnnación Al 
evaluar los efectos del veneno in vitro se encontró actividades proteolitica, 
hemolítica indirecta sobre eritrocitos y coagulante sobre el plasma citratado libre 
e 	 de plaquetas En todos los ensayos se observó una buena relación dosis-respuesta 
3 	 El perfil eleciroforético del veneno de referencia de B asper de Panamá presenta 
bandas entre 8-70 kDa. Además, este veneno presenta un patrón similar al veneno 
de fi asper Costa Rica. Al evaluar los venenos procedentes de las cuatro zonas 
panamefias, se observaron patrones similares, pero con diferencias en las 
concentraciones de las fracciones proteicas (intensidad de las diferentes bandas) 
4 En cuanto a la caracterización ininunoquímica se puede inferir que no hay 
diferencias rnmunoquímicas drásticas al comparar el veneno de Panamá con los 
venenos de B asper y homólogos de otras regiones de Latinoamérica, pues hubo 
buen grado de reconocimiento por parte de los antivenenos procedentes de 
diferentes regiones Sin embargo, los antivenenos que presentaron mayor 
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reactividad frente al veneno de Panamá fueron los antivenenos procedentes de 
Colombia y Costa Rica. 
5 Se han alcanzado logros importantes como la preparación del veneno de B asper 
de referencia de Panamá (usando veneno de un número importante de ejemplares 
de diversos orígenes dentro de la geogra.fia nacional) y el establecimiento de las 
dosis de reto para las distintas actividades fisiológicas del veneno Además, se han 
adaptado y optimizado las metodologías de caracterización del veneno. Estos son 
avances hacia la etapa posterior que comprende ensayos de neutralización por 
diferentes antivenenos 
6 Se han dado pasos importantes en cuanto al cumplimiento de las indicaciones de 
la Organización Mundial de la Salud hacia al desarrollo y evaluación de 
antivenenos Todo esto contribuye al fortalecimiento de la capacidad del país para 
aplicar las regulaciones, requisitos y controles de calidad de antivenenos, que se 
ha logrado con el apoyo de expertos internacionales 
128 
RECOMENDACIONES 
Luego de la realización de esta investigación, se ha considerado la necesidad de 
• Realizar la caracterización bioquímica, farmacológica, toxicológica e 
inmunoqulmica de venenos de especímenes juveniles de B asper de Panamá e 
incluirlos en los lotes de venenos posteriores 
. Estudiar el perfil toxmológico de venenos de B asper procedentes de diferentes 
regiones de Panamá. 
• Analizar, con mayor detalle, los diferentes componentes del veneno de B asper 
de Panamá y de este modo adquirir una base más completa para la búsqueda de 
posibles tratamientos ante los diferentes efectos toxicológicos de este veneno Se 
recomienda emplear técnicas de mayor resolución tales como Cromatografia 
Líquida de Alto Desempeño (HPLC). 
• Complementar el análisis de mmunoreactividad (Westem Blottmg) con ensayos 
de neutralización de los diferentes efectos tóxicos y enzunáticos, pues en algunos 
casos los antivenenos pueden marcar con intensidad en el blot debido a que 
reconocen componentes irrelevantes del veneno y, en cambio, carecen de 
anticuerpos suficientes contra toxinas relevantes, pero poco mmunogémcas 
(Gutiérrez el al ,2010) 
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ANEXO N°1 
COMPARACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE PROTEÍNA 
(EXPRESADAS EN PORCENTAJE) PRESENTES EN LAS BANDAS 
SEPARADAS POR SDS PACE, EN VENENOS DE B. ASPER PROCEDENTES 
DE DIFERENTES REGIONES DE PANAMÁ, APLICANDO ANOVA 
MEDIANTE EL PROGRAMA MINITAB 1740 
Cuadro N°18. CONTENIDO DE METALOPROTEINASAS P-ffl (55-70 kDa) EN 
LOS VENENOS DE E. ASPER DE DIFERENTES ZONAS DE 
PANAMÁ DETERMINADO POR DENS1TOMETRIA 
Zona Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción* (n=8) Porcentaje Promedio 
1 7.50 5.70 8.26 3.77 4.10 4.99 2.84 2 52 4.96 
2 13.91 16.11 10.30 6.12 11.17 9.70 7.65 7.89 10.36 
3 16.36 19 97 10.20 12.37 10.87 10.75 -- 11.23 11.47 
4 8.48 10 78 7.17 5.01 2.90 7.65 3.73 2.05 5.97 
* determinado por densitometría usando el programa My image Analysis de Thenno Scientific® 
Hipótesis nula 	 Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna 	 Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia a = 0.05 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 
Información del factor 
Factor Niveles Valores 
Factor 	 4 zona 4, zona 3, zona 2, zona 1 
Análisis de Varianza 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajuat. Valor E Valor p 
Factor 3 246.4 	 82.13 5.69 0.004 
Error 	 28 	 404.2 	 14 44 
Total 31 650.6 
Resumen del modelo 
R-cuad. R-cuad. 
S R-cuad (ajustado) (pred) 
3.79938 	 37 87% 	 31.22% 	 18.85% 
Medias 
Factor N Media Desv.Est. IC de 95% 
zona 
zona 
zona 
4 
3 
2 
8 
8 
8 
5.97 
11.47 
10.36 
3.03 
5.75 
3.34 
( 
( 
( 
3.22, 
8.72, 
7.60, 
8.72) 
14.22) 
13.11) 
zona 1 8 4960 2.087 (2.208, 7.712) 
Desv.Est. agrupada = 3.79938 
Comparaciones en parejas de Fisher 
Agrupar infoijuación utilizando el método LSD de Fisher y una 
confianza de 95% 
Factor N Media Agrupación 
zona 3 8 11.47 A 
zona 2 8 10.36 A 
zona 4 8 5.97 B 
zona 1 8 4.960 B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes. 
ICs individuales de 95% de Fisher 
Diferencia de las medras para zona 4 zona 3; 
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zona 3 - zona 4 
zona 2 - zona 4 
	
• 	  
zona 1-zo4' 
zona 2-zona3 
zonal - zona 3 
zona 1 - zona 2 
-10 	 -5 	 0 	 5 
Si un intervolo no ccniene cero, íos medios corrpondientes son significativamente 
difri- it 
Figura N° 24. Diferencia de las medias obtenidas al comparar el contenido de 
metaloproteinasas P-1II (55-70 kDa) en venenos de B. asper de diferentes 
zonas de Panamá 
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Cuadro N°19. CONTENIDO DE METALOPROTEINASAS P-I1I (42-48 kDa) EN 
LOS VENENOS DE 8. 4SPER DE DIFERENTES ZONAS DE 
PANAMÁ DETERMINADO POR DENSITOMETRIA 
Zona Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción* (n=7) PorcentajePromedio 
1 5.10 5.76 8.27 9.13 11.16 11.41 11 45 8.90 
2 574 6.43 5.00 6.87 9.68 9.43 9.40 7.51 
3 3.51 4.09 5.92 6 21 6.53 7.19 6.37 5.69 
4 7.70 9.92 620 9 09 9.51 10.04 9.54 8.86 
* determinado por densitometría usando el programa My image Analysis de Thermo Scientifice 
Hipótesis nula 	 Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna 	 Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia a = 0.05 
Se presupuso igualdad de variarizas para el análisis. 
Información del factor 
Factor Niveles Valores 
Factor 	 4 zona 4, zona 3, zona 2, zona 1 
Análisis de Varianza 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 
Factor 3 47.95 15.982 4.33 0.014 
Error 24 88.56 3.690 
Total 27 136.51 
Resumen del modelo 
R-cuad. R-cuad. 
S R-cuad. (ajustado) (pred) 
1.92099 	 35.12% 	 27.01% 	 11.70% 
Medias 
Factor N Media Desv.Est 	 IC de 95% 
zona 4 7 8.857 1.407 (7.359, 10.356) 
zona 3 7 5.689 1.357 (4.190, 7.187) 
zona 2 7 7.507 1.957 (6.009, 9.006) 
zona 1 7 8.90 2.67 7.40, 10.40) 
Desv.Est. agrupada = 1 92099 
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Comparaciones en parejas de Fisher 
Agrupar información utilizando el método LSD de Fisher y una 
confianza de 95% 
Factor N Media Agrupación 
zona 1 7 8.90 A 
zona 4 7 8.857 A 
zona 2 7 7.507 A B 
zona 3 7 5.689 B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes. 
ICs individuales de 95% de Fisher 
Diferencia de las medias para zona 4, zona 3, 
=a3-zona4 
zona 2- zona 4 
zona 1- zona 4 
zona 2- ZOCa 3 
zona 1-zona3 
zona 1-zona2 
.2.5 
 
OD 
 
23 
 
5-o 
un inte'.vio no contiene ceo, ¡as medios correspondieites son significativamente 
rnte5 
Figura N° 25. Diferencia de las medias obtenidas al comparar el contenido de 
metalopmteinasas P-III (42-48 kDa) en venenos de B. asper de diferentes 
zonas de Panamá 
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Cuadro NG20.  CONTENIDO DE METALOPROTEINASAS P41! (BANDAS DE 55-
70 kDa Y 4248 kDa) EN LOS VENENOS DE B. ASPER DE 
DIFERENTES ZONAS DE PANAMÁ DETERMINADO POR 
DENSITOMETRÍA 
Zona Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción*  (n=7) Porcentaje Promedio 
1 16.46 14.02 12.04 13.23 16.15 14 25 13 97 14.3 
2 18.16 21.85 16.73 18.04 14.23 17.08 17 29 17.6 
3 17.5 23.48 14.29 18.29 17.08 17.28 17 60 17.9 
4 14.49 17.09 11.21 11.99 17.16 13.77 11.59 13.9 
• determmado por densitometría usando el programa My image Analysis de Thermo Sc!entlfic® 
Hipótesis nula 	 Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna 
	 Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia cr = 0.05 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 
Información del factor 
Factor Niveles Valores 
Factor 	 4 zona 4, zona 3, zona 2, zona 1 
Análisis de Varianza 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 
Factor 3 95.54 31.848 5.94 0 004 
Error 24 128.59 5.358 
Total 27 224.13 
Resumen del modelo 
R-cuad. R-cuad. 
S R-cuad. (ajustado) (pred) 
2.31467 	 42.63% 	 35.46% 	 21.91% 
Medias 
Factor N Media Desv.Est. 	 IC de 95% 
zona 4 7 13.900 2.496 (12.094, 15.706) 
zona 3 7 17.93 2.76 ( 	 16.13, 19.74) 
zona 2 7 17.626 2.275 (15.820, 19.431) 
zona 1 7 14.303 1.556 (12.497, 16.108) 
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Desv.Est. agrupada = 2.31467 
Comparaciones en parejas de Fisher 
Agrupar información utilizando el método LSD de Fisher y una 
confianza de 95% 
Factor N Media Agrupación 
zona 3 7 17.93 A 
zona 2 7 17.626 A 
zona 1 7 14.303 
zona 4 7 13.900 8 
Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes. 
ICs individuales de 95% de Fisher 
Diferencia de las medias para zona 4, zona 3, 
1 
~3 - zona 4 - 
zona 2-zona 4 - 
zonal- zona 4 	 1- 
zona2-zona3 
zonal-zona3 	 1 	 - 
wnal-zona2 	 1 	 - 
. 	 
-5.0 	 -25 	 0.0 	 25 	 5.0 	 73 
Sí un intervalo no contiene cero, las medios correspondientes son sgnificativornente 
diferentes. 
Figura N° 26. Diferencia de las medias obtenidas al comparar el contenido de 
metaloproteinasas P-II1 (bandas de 55-70 kDa y 42-48 kDa) en venenos 
de B. asper de diferentes zonas de Panamá 
146 
Cuadro N° 21. CONTENIDO DE PROTEÍNAS EN LA BANDA DE 24 kDa 
(SERÍNA PROTEASAS Y METALOPROTEINASAS DEL TIPO 
P-1 Y P-11) EN LOS VENENOS DE B. ASPER DE DIFERENTES 
ZONAS DE PANAMÁ DETERMDADO POR 
DENSUFOMETRIA 
Zona Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción* (7) PorcentajePromedio 
1 7.29 9.70 10.97 9.65 13.51 13.17 13.47 11.11 
2 4.36 1.59 1.78 2.56 1.19 0 55 0 55 1.80 
3 2.80 0.77 0.90 0.73 0.35 0.82 0.92 1.04 
4 10.27 10 	 08 13.33 11.19 18.82 16.06 16 96 13.82 
deternunado por densitometría usando el programa My i.mage Analysis de Thermo Scientific® 
Hipótesis nula 	 Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna 	 Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia a = 0,05 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 
Información del factor 
Factor Niveles Valores 
Factor 	 4 zona 4; zona 3; zona 2; zona 1 
Análisis de Varianza 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 
Factor 3 881,3 293,754 57,59 0,000 
Error 24 	 122,4 	 5,101 
Total 27 1003,7 
Resumen del modelo 
R-cuad. R-cuad. 
S R-cuad. (ajustado) (pred) 
2,25857 	 87,80% 	 86,28% 	 83,40% 
Medias 
Factor N Media Desv.Est. 	 IC de 95% 
zona 4 7 	 13,82 	 3,50 	 ( 12,05, 	 15,58) 
zona 3 7 	 1,041 	 0,798 	 (-0,720, 2,803) 
zona 2 7 	 1,797 	 1,334 	 ( 0,035; 3,559) 
zona 3 - zona 4 na3 z 1 	 1 	 • 	 1 
      
zona 2 - zona 4 
zona 1 - zona 4 
zona 2 - zona 3 
zona 1 - zona 3 
zona 1 - zona 2 
       
       
       
      
        
ICs individuales de 95% de Fisher 
Diferencia de las medias para zona 4; zona 3; 
-T-  
-5 	 D 5 	 10 
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zona 1 7 11,109 	 2,391 ( 9,347; 12,870) 
Desv.Est. agrupada = 2,25857 
Comparaciones en parejas de Fisher 
Agrupar información utilizando el método LSD de Fisher y una 
confianza de 95% 
Factor N Media 
zona 4 7 	 13,82 
zona 1 7 11,109 
zona 2 7 	 1,797 
zona 3 7 	 1,041 
Agrupación 
A 
B 
C 
C 
Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes. 
Si un intervalo no contiene cero, las medios correspondientes son significativamente 
diferentes. 
Figura N° 27. Diferencia de las medias obtenidas al comparar el contenido de proteínas 
en La banda de 24 kDa (seria proteasas y metaloproteinasas del tipo P-I 
y P-ÍJ) en venenos de B. asper de diferentes zonas de Panamá 
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Cuadro N° 22. COMPARACIÓN DEL CONTENIDO DE FOSFOL1PASAS 
BÁSICAS PLA2 (15kDa) EN LOS VENENOS DE B. 14SPER DE 
DIFERENTES ZONAS DE PANAMÁ DETERMINADO POR 
DENSITOMETRÍA 
Zona Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción* (n7) Porcentaje E'rornedio 
1 33.14 29 14 26.76 33 13 31.29 32 47 33 21 3331 3156 
2 37.13 38 94 39.31 43 40 44 43 47.63 46 39 4626 42.94 
3 36 70 35 05 40.91 39 37 44 32 48.74 53.7 4754 43.29 
4 40 06 33 27 28 57 35 30 24 83 33 48 34.09 53 21 35.35 
determinado por densitometría usando el programa My image Analysis de Thermo Scientifie® 
Hipótesis nula 	 Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna 	 Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia cx = 0.05 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis 
Informacion del factor 
Factor Niveles Valores 
Factor 	 4 zona 4, zona 3, zona 2, zona 1 
Análisis de Varianza 
Fuente GL SC AJUSt. MC Ajust. Valor F Valor p 
Factor 3 804.6 268 21 7.93 0.001 
Error 28 947.6 33 84 
Total 31 1752.2 
Resumen del modelo 
3 R-cuad 
R-cuad 
(ajustado) 
R-cuad. 
(pred) 
5 81745 45 92% 40 13% 29 37% 
Medias 
Factor N Media Desv Est. IC de 95% 
zona 4 
zona 3 
zona 2 
zona 1 
8 
8 
8 
8 
3535 
4329 
42 	 94 
31 556 
8 51 
6 43 
3 97 
2.407 
31.14, 
39 08, 
38.72, 
(27.343, 
39.56) 
47.50) 
47 	 15) 
35 769) 
Desv.Est. agrupada = 5.81745 
Comparaciones en parejas de Fisher 
Agrupar información utilizando el método LSD de Fisher y una 
confianza de 95% 
Factor N Media Agrupación 
zona 3 8 43.29 A 
zona 2 8 42.94 A 
zona 4 8 35.35 B 
zona 1 8 31.556 B 
Las medias que no comparten una letra son significativamente 
diferentes. 
ICs individuales de 95% de Fisher 
Diferencia de las medias para zona 4. zona 3 
-,- 
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zona3- zona 4 1 
zo, 2- Wfl3 4 
zona l-zona4 
zona2-zona3 
zonal-zona3' 	 1 	 S 
zona 1-zona2 
- - 
	 y 
-15 	 -10 	 -5 	 0 	 5 	 10 	 15 
Si un intervalo no contiene cero, las medias corresponrJentes son signficotivamente 
diferentes 
Figura N° 28. Diferencia de las medias obtenidas al comparar el contenido de 
fosfolipasas A2 básicas en venenos de B. asper de diferentes zonas de 
Panamá 
.20 
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ANEXO N°2 
COMPARACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE PROTEÍNA 
(EXPRESADAS EN PORCENTAJE) PRESENTES EN LAS BANDAS 
SEPARADAS POR SDS PAGE, EN VENENOS DE B. 4SPER DE REFERENCIA 
DE PANAMÁ Y COSTA RICA APLICANDO / DE STUDENT PARA DOS 
MUESTRAS INDEPENDIENTES MEDIANTE EL PROGRAMA MINITAD 170 
Cuadro N° 23. COMPARACIÓN DEL CONTENIDO DE METALO 
PROTEINASAS P-III EN LOS VENENOS DE REFERENCIA DE B. 
ASFER PANAMÁ y COSTA RICA DETERMINADO POR 
DENSITOMETRIA 
País Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción* (n=7) 
Porcentaje 
Promedio 
Panama -- 1987 1701 1235 1384 1572 1462 1557 
Costa 
Rica 2235 2394 1977 1586 2280 1895 2414 2112 
determinado por densitometría usando el programa My image Analysis de Thermo Scientific® 
Prueba T e IC de dos muestras: Panamá, Costa Rica 
T de dos muestras para Panamá VS Costa Rica 
Error 
estándar 
de la 
N Media Desv.Est 	 media 
Panama 6 15 57 2 64 1 1 
Costa Rica 7 21 12 3 04 1 2 
Diferencia = ji (Panamá) - ji (Costa Rica) 
Estimación de la diferencia: -5.55 
IC de 95% para la diferencia 	 (-9 06, -2 03) 
Prueba T de diferencia = O (Vs 	 ) Valor T = -3 52 
Valor p = 0 006 GL 	 10 
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Gráfica de caja de Panamá, Costa Rica 
24 
22 
14 
12[ 
Costa Rica 
Figura N° 29. Gráfica de caja obtenida al comparar el contenido de metaloproteinasas 
P411 en venenos de referencia de fi. asper de Panamá y Costa Rica 
aplicando 1 de student para dos muestras independientes 
Gráfica de valores individuales de Panamá, Costa Rica 
24 
	 $ 
22 - 
20 
O 
14 
Costa Rica 
Figura N°30. Gráfica de valores individuales al comparar el contenido de 
metaloprotein'sas P-1I1 en venenos de referencia de B. asper de Panamá y 
Costa Rica aplicando¡ de student parados muestras independientes 
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Cuadro N° 24. CONTENIDO DE FOSFOLIPASAS BÁSICAS PLA2 (15kDa) EN 
LOS VENENOS DE REFERENCIA DE B. ASPER DE PANAMÁ 
Y COSTA RICA DETERMINADO POR DENSITOMETRIA 
Porcentaje País Contenido en porcentaje de proteínas en esta fracción*  (n8) Promedio 
Panamá 36 33 4325 3990 4372 3677 4682 5135 5321 43 92 
Costa 
Rica 3748 3580 3655 3645 3685 4090 3853 3985 3780 
determinado por densitometna usando el programa My image Analysis de Thermo Scientiíic® 
Prueba T e IC de dos muestras: Costa Rica, Panamá 
T de dos muestras para Costa Rica vs Panama 
Error 
estandar 
de la 
N Media Desv.Est 	 media 
Costa Rica 8 37.80 	 1 80 	 0 64 
Panama 	 8 43 92 	 6 28 	 2 2 
Diferencia = p (Costa Rica) - p (Panama) 
Estimacion de la diferencia 	 -6 12 
IC de 95% para la diferencia 	 (-11 45, -o 80) 
Prueba T de diferencia = O (vs 
	
) Valor T = -2.65 Valor p = 
0 029 GL = 8 
Gráfica de caja de Costa Rica, Panamá 
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Figura N° 31. Gráfica de caja obtenida al comparar el contenido de fosfolipasas A2 en 
venenos de referencia de B. asper de Panamá y Costa Rica aplicando 1 de 
student para dos muestras independientes 
Gráfica de valores individuales de Costa Rica, Panamá 
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Figura N° 32. Gráfica de valores individuales al comparar el contenido de fosfolipasas 
A2 en venenos de referencia de B. cisper de Panamá y Costa Rica aplicando 
1 de student para dos muestras independientes 
